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RESUMEN

TITULO: DESARROLLO DE UN METODO HS-SPME Y GC-MS PARA LA
DETERMINACION DE SAFROL EN BEBIDAS TIPO COLA*

AUTOR: FONSECA GARCIA, LIBIA*

PALABRAS CLAVES: Bebidas Cola, microextraccion en fase solida, disefio
experimental

DESCRIPCION

Se desarroll6 y valido un método para la determinacion de safrol en bebidas tipo Cola.
El safrol es una sustancia catalogada como cancerigena en humanos, segun la IARC.
Los métodos tradicionales para este tipo de analisis presentan grandes limitantes que
fueron superadas por el método desarrollado por microextraccion en fase sélida en el
modo headspace.

La metodologia empleada comprendié cuatro etapas a saber: optimizacion de
condiciones de extraccion mediante un disefio experimental de screening factorial
completo 2 y un disefio de superficie de respuesta; determinacion de las figuras
analiticas de mérito; cuantificacion y extraccion exhaustiva por el método de la adicion
de estandar, y, por ultimo, la comparacion de los métodos reportados en la literatura
para el andlisis de safrol en bebidas con el nuevo método.

Las condiciones de extraccion encontradas fueron: fibra de PDMS-100 um, temperatura
de 48 °C y tiempo de exposicion de la fibra de 30 min. Los resultados obtenidos en la
cuantificaciéon fueron: Coca-Cola tradicionales: 25.4 ppb y 35.3 ppb, Pepsi-Cola
tradicional: 38.3 ppb, Coca-Cola light: 51.9 ppb y Pepsi-Cola light: 36.1 ppb. Extraccion
exhaustiva: 348.6 ng en la Coca-Cola analizada.

Es responsabilidad de las empresas que comercializan estas bebidas, garantizar la
inocuidad de su producto o como en el caso presentado en esta investigacion, donde a
pesar de estar el safrol en un nivel permitido, este compuesto tiene un efecto
acumulativo en el ADN; el consumidor debe ser advertido ante un peligro potencial para
su salud.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Elena E. Stashenko.



ABSTRACT

TITLE: DEVELOPMENT OF A HS-SPME AND GC-MS METHOD FOR THE
DETERMINATION OF SAFROLE IN COLA DRINKS*

AUTHOR: FONSECA GARCIA, LIBIA * *

KEY WORDS: cola drinks, solid phase microextraction, experimental design

DESCRIPTION

A method was developed and validated for the determination of safrole in cola drinks.
Safrole is a substance classified as cancerigenic in humans, according to the IARC. The
traditional methods for this analysis have restrictions that were overcome by the method
developed by headspace solid-phase microextraction.

The methodology used comprised four stages: optimization of extraction conditions by
means of a screening experimental design: full factorial 2 and a response surface
design; determination of analytical figures of merit; quantification and exhaustive
extraction for the method standard addition, and lastly, the comparison of methods
reported in the literature for the safrole analysis in drinks with the new method.

The extraction conditions found were: 100 um PDMS fiber, temperature of 48 °C and
extraction time of 30 min. The results obtained in the quantification were: traditional
Coca Cola: 25.4 ppb and 35.3 ppb; traditional Pepsi Cola: 38.3 ppb; light Coca Cola:
51.9 ppb; and light Pepsi Cola: 36.1 ppb. Exhaustive extraction: 348.6 ng in the
analyzed Coca Cola.

It is a responsibility of the companies which commercialize these drinks, to guarantee
the safety of their products or as in the case presented in this research, where despite of
being safrole in permitted level, this compound has an accumulative effect in the DNA,
so that consumers should be warned of a potential danger in health.

* Project degree
** Faculty of Sciences. School of Chemistry. Elena E. Stashenko.



Las bebidas carbonatadas sin alcohol (CSD’s) comprenden uno de los grupos de
alimentos mas consumidos en la actualidad, muchas veces por sus propiedades
estimulantes o simplemente por su delicioso sabor o porque quitan la sed, tal como lo
revela el ranking de consumo de refrescos a nivel mundial, el cual se muestra en la
Tabla 1.

INTRODUCCION

Tabla 1. Ranking de consumo mundial de refrescos [1].

De esta enorme gama de productos, sobresalen las bebidas tipo Cola, ya que segun el
reporte de la Beverage Marketing Corporation (BMC) del 2004, éstas dominan el 52 %
del mercado mundial de CSD’s [2], donde las marcas lideres son Coca-Cola y Pepsi-

Cola.

Pais Consumo per capita,
litros/afio

Estados Unidos 201
México 149
Reino Unido 92
Suecia 74
Brasil 66
Republica Checa 52
Colombia 38
Japon 21
China
India
Etiopia 1




De estas ultimas, el imperio Coca-Cola es insuperable, siendo el consumo per capita en
litros/afio de 103.3 en los Estados Unidos, de 115.4 en México y de 79.1 en Chile [3],
segun el reporte de Servicio Nacional del Consumidor de Chile, publicado el 12 de mayo
del afio en curso.

El consumo masivo de estas bebidas las convierte en un punto delicado a tratar ya que
compromete la salud de muchas personas en el mundo. El desarrollo de tecnologias,
gue permitan el control de salubridad y toxicidad es, por tanto, indispensable, lo cual
implica un método de andlisis sensible, reproducible y, ante todo, que permita una
cuantificacion fiable, dadas las implicaciones legales del analisis.

Este trabajo se baso en el establecimiento de un método para el analisis de safrol, una
sustancia genotoxica y hepatocancerigena en animales de prueba, anticipadamente
catalogada como cancerigena en humanos, segun la Agencia Internacional para
Investigacion sobre el Cancer (IARC) [4], dado su efecto de tipo acumulativo por
formacién de aductos safrol-ADN [5-7], cuyos efectos nocivos para la salud humana son
bien conocidos. Tal es el caso de un hombre taiwanés que tan s6lo con mascar una
goma saborizada con un aceite esencial rico en esta sustancia, desarrollé un carcinoma

hepatocelular [8-10].

El safrol, encontrado en numerosas especias, a pesar de ser restringido por el SCF, el
CEFS, por la EPA y por la FDA, es ampliamente utilizado en perfumeria y como aditivo
en alimentos, en especial, en bebidas carbonatadas no alcohdlicas tipo Cola [11] como
la Coca-Colay la Pepsi-Cola.

El limite de safrol permitido en alimentos y bebidas es de 1 mg/kg [L1]; sin embargo,
dado el efecto acumulativo del safrol en el ADN, es importante tener en cuenta la baja
concentracion o el nivel de trazas en que se encuentra en las bebidas (del orden de
partes por billon, ppb), ya que es necesario contar con un método que sea sensible,
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reproducible, eficiente, rapido y econémico y, ante todo, que permita una cuantificacion

fiable del safrol a este nivel de concentracion.

Los métodos tradicionales para este tipo de andlisis, dentro de los cuales se cuentan:
hidrodestilacion, destilacidn-extraccion simultanea y el método 969.13 de la AOAC
(Véase en la Tabla 3 las limitaciones de los métodos reportados para el analisis del
safrol en bebidas), en general, requieren mucha muestra, uso de grandes cantidades de
solventes, que frecuentemente son toxicos y/o dafinos para el medio ambiente,
montajes dispendiosos, una inversibn enorme de tiempo, ademas, en muchas
ocasiones no tienen en cuenta los efectos de matriz y no alcanzan la sensibilidad

requerida.

En el presente trabajo, realizado en el Laboratorio de Cromatografia adscrito al Centro
de Investigacion en Biomoléculas, CIBIMOL, se desarroll6 y validé un método para la
determinacién de safrol en bebidas tipo Cola por cromatografia de gases de alta
resolucién con detectores de ionizacion en llama y selectivo de masas, empleando la
técnica de microextraccion en fase solida en el modo headspace. La metodologia
empleada en el desarrollo y en la validacion del método comprendio cuatro etapas a
saber: optimizacion de condiciones de extraccion mediante un disefio experimental de
screening factorial completo 2° y un disefio de superficie de respuesta; determinacion de
las figuras analiticas de mérito, tales como: precision, exactitud, limites de deteccién y
de cuantificacion, linealidad y sensibilidad, y especificidad y selectividad; cuantificacion
y extraccion exhaustiva por el método de la adicion de esténdar, y por dltimo, la
comparacion de los métodos reportados en la literatura para el analisis de safrol en
bebidas con el nuevo método desarrollado.

Los resultados preliminares de esta investigacién fueron presentados como ponencia
titulada “Determinacion por HRGC/MSD de safrol en bebidas carbonatadas no
alcohdlicas tipo Cola, empleando microextraccion en fase sélida en el modo
headspace”, en el Congreso Colombiano de Quimica, realizado durante los dias 15 al
17 de octubre de 2004 en la ciudad de Cartagena D.T.
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1. MARCO DE REFERENCIA

1.1 BEBIDAS CARBONATADAS SIN ALCOHOL

Existen varias clases de bebidas que no se toman por su valor nutritivo, sino por su
poder de quitar la sed o por sus efectos estimulantes. De este gran grupo, las bebidas
carbonatadas sin alcohol constituyen una division muy importante. Estas, de las que los
refrescos son el principal ejemplo, datan de la época greco-romana en que las aguas
minerales eran preciadas por sus propiedades medicinales y refrescantes. Sin embargo,
no fue sino hasta 1767 que el britanico Joseph Priestley descubriéo la manera de
carbonatar el agua por medios artificiales, dando inicio a lo que seria la industria de
estas bebidas [12,13].

En uno de los primeros intentos, se obtenia el diéxido de carbono mediante la
acidificacion del bicarbonato de sodio, el uso de tales sales origind el nombre “soda,”
nombre que aun se emplea aungue el diéxido de carbono ya no se genera usando este
procedimiento [13].

En 1807 en New Haven, Benjamin Siliman inauguré la primera embotelladora.
Posteriormente, en 1809 se concedio la primera patente norteamericana a Joseph
Hawkis para preparar agua mineral artificial. En 1850 en los Estados Unidos se
reportaron 64 plantas embotelladoras, nimero, que en 1860 ascendi6 a 123 y que

desde entonces no ha parado de crecer [12].

Los sabores a las bebidas fueron introducidos en 1865, siendo los mas populares de
pifia, naranja, manzana, pera, meldn, limon, cereza, uva y durazno. La variedad de

dichas bebidas y su gran acogida en todo el mundo ha logrado desplazar, desde los
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afios 70’s en niveles de produccion a alimentos indispensables para el consumo diario,
tales como la leche. Hay quienes afirman que se ha logrado cambiar la popularidad del
vino en Francia, del té en Inglaterra y del café en el Brasil [12].

1.1.1 Definicion de bebida carbonatada sin alcohol. De acuerdo con el
Departamento de Salud de los Estados Unidos y la Administracion de Drogas y
Alimentos (FDA), una bebida carbonatada sin alcohol o gaseosa se define como “una
clase de bebida elaborada por absorcion de dioxido de carbono en el agua potable. La
cantidad de dioxido de carbono no debe ser menor que la cantidad absorbida por la
bebida a 1 atm de presién y a una temperatura de 60° F (15.5 °C)” [12].

1.1.2 Composicion de bebidas carbonatadas sin alcohol. Azlcares, saborizantes,

colorantes, &cidos, agua y dioxido de carbono son los principales ingredientes de los
refrescos carbonatados [13,14]. En la Tabla 2 se resume la composicion de algunos

refrescos carbonatados.

Tabla 2. Composicién de algunos refrescos carbonatados [13].

Azucar Volumen de gas de

Sabor Acido, % pH
(°Brix) carbonatacion®

Cola 10.5 34 0.09 2.6

Limény lima 12.6 24 0.10 3.0

Naranja 13.4 2.3 0.19 3.4

Cereza 12.0 24 0.09 3.7

Uva 13.2 2.2 0.10 3.0

! Relacién de wlumen de gas (bajo condiciones estandar: latm y O °C) por cada volumen de

liquido
El azucar empleado es principalmente sacarosa, a éste se le afiaden saborizantes,

colorantes y acidos. El producto final contiene del 8 al 14% de azucar, el cual contribuye
con su dulzura, su contenido en calorias y le da cuerpo y textura a la bebida [12,13].
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Los saborizantes pueden ser sintéticos, extractos de sabores naturales o concentrados
de jugos de fruta [14]; deben ser estables ante las condiciones acidas de la bebida y
bajo exposicion a la luz durante un afio como minimo. Un sabor artificial de fruta, que
contiene compuestos saborizantes sintéticos y extractos de sabores naturales, puede
contener mas de dos docenas de componentes saborizantes diferentes. Los sabores de
Cola suelen ser igualmente complejos 0 mas; sus composiciones son secretos
celosamente guardados, cuyas formulaciones contienen ingredientes que dificultan su
andlisis quimico y su duplicacion [12,13]. Generalmente, contienen cantidades
considerables de cafeina (40-50 mg por cada 360 mL de la bebida), que es un poderoso
estimulante del sistema nervioso central [15].

Los colorantes son de tipo sintético como las anilinas y no sintético como el color

obtenido del azucar quemado empleado en las bebidas sabor Cola [12,13].

El diéxido de carbono contribuye a la acidez, pero se le suplementa con un contenido
adicional de acido. Entre los mas utilizados para tal fin figuran los acidos fosforico,
citrico, tartérico y el &cido malico, siendo el primero el que se emplea en Cola y cerveza
de raiz. La accion preservante del acido se complementa con un contenido de 0.03 —
0.05% de benzoato de sodio en el producto final, el cual bajo estas condiciones se

convierte al &cido benzoico, que es un conservante aiin mas efectivo [12,13].

El agua representa el 92% de la bebida, por lo tanto, es necesario hacerle un
tratamiento adicional a fin de satisfacer los estandares de calidad en alcalinidad, solidos
totales, turbidez, color, olor, sabor, materia organica, hierro, manganeso y cloro [12,13].

La efervescencia, el sabor especial y la identidad de esta clase de bebida es el
resultado de su contenido en dioxido de carbono, el cual varia segun el sabor y la marca

en una proporcion de 3 — 4.5 volumenes de gas por cada volumen de liquido [13,14].
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1.1.3 Clasificacion de las bebidas carbonatadas sin alcohol. Las bebidas
carbonatadas no alcohdlicas conocidas comunmente como gaseosas se clasifican
como: 1. Tipo Cola; 2. Tipo Jengibre (ginger); 3. Jugos de fruta coloreados y
saboreados naturalmente y 4. Los saboreados y coloreados sintéticamente [12].

1.1.4 Bebidas tipo Cola. Las bebidas tipo Cola deben su designacion de Cola a un
fruto de Cola vera y Cola acuminata, llamado ‘Nuez de Cola”, el cual es uno de los
principales componentes empleados en la elaboracion de dichas bebidas. Las bebidas
Cola mas famosas por su sabor y por su consumo masivo en todo el mundo son la
Coca-Colay la Pepsi-Cola [2].

El complejo sabor de Cola (formula MF 241) esta compuesto principalmente de:
v' Esencia de nuez de Cola (férmula MF 237), contiene 2% de cafeina y 0.02% de
teobromina;

(\

Sabor Cola base (férmula MF238), contiene aceites esenciales de canela, nuez
moscada, naranja y limon;

Agua;

Glicerina;

Jugo de lima;

SRR NN

Caramelo.
Adicionalmente, el llamado concentrado de sabor Cola contiene cafeina y &cido
fosforico al 85 % [14].

De los aceites esenciales, que dan sabor a esta bebida, los de canela [16,17] y nuez
moscada [14,16,17] contienen safrol, un terpenoide presumiblemente cancerigeno, cuyo
uso en fragancias esta restringido por la Asociacion Internacional de Fragancias (IFRA)
a un nivel maximo de 0.01% en el producto final [16]; cuando es usado en alimentos,
tanto por la Comunidad Europea como en el Reino Unido, tan sélo se permite una

concentracion de 0.001 g/kg [16].
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1.2 SAFROL

1.2.1 Generalidades. EIl safrol es un liquido ligeramente amarillo a temperatura
ambiente con un caracteristico olor a sasafras (es el componente mayoritario de este
aceite). Es insoluble en agua y glicerol, ligeramente soluble en propilenglicol y muy

soluble en etanol, éter, acetona y cloroformo [11,18]. La estructura del safrol se muestra
en la Figura 1.

Figura 1. Estructura del safrol.

Vz o)

El safrol es un compuesto volatil, constituyente de numerosas especias como la nuez
moscada (0.6-3.3%), alcanfor marrén (80%), anis estrella (1%), pimienta negra y en
mas del 85% en el sasafras [11,16-18]. El aceite esencial de sasafras, cuyo principal
componente es el safrol, fue empleado en la elaboracion de la cerveza de raiz y su uso
en esta bebida fue prohibido en los Estados Unidos en 1960 [18]. Actualmente, se
emplea en drogas, perfumes, alimentos, bebidas tipo Cola [11] y en la sintesis de
heliotropina, butoxido de piperonilo y drogas de disefio como 3,4-
metilenodioxianfetamina (MDA), N-etil-3,4-metilenodioxianfenatmina (MDE) y 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA, conocida cominmente como “Extasis”); por lo
tanto, es una sustancia controlada por la Administracion de Control de Drogas (DEA) del
Departamento de Justicia de los Estados Unidos [19]. Se hace referencia al safrol en la
Lista | (Codigo 8323) de la DEA de sustancias precursoras de drogas ilicitas.
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Comercialmente el safrol se produce por destilacion de aceites ricos en esta sustancia.
La produccién de safrol en los Estados Unidos fue de 258.000 Ib y 278.000 Ib en 1969 y
1970, respectivamente, pero solo de 12000 Ib en 1977, segun la Agencia Internacional
para Investigacion sobre el Cancer (IARC, 1976) y el Banco de Datos de Sustancias
Peligrosas (HSDB, 2001). En 1980 se importaron de Brasil cerca de 36000 Ib de safrol,
segun lo report6 el HSDB. No se encontraron datos de importaciones ni de

exportaciones actuales [18].

1.2.2 Toxicidad. EIl safrol es anticipadamente catalogado como cancerigeno en
humanos segun la IARC @], basado en la suficiente evidencia de carcinogenicidad y
genotoxicidad [20] en animales de prueba [11,16-18]. Cuando se administra en dieta se
incrementa la incidencia de carcinomas hepatocelulares en ratones de ambos sexos,
cuando se administra a ratones pequefios via subcutanea, el safrol induce adenomas y
adenocarcinomas de pulmén en ratones de ambos sexos y hepatomas en ratones
[11,18].

@ Absorcién, distribucion, metabolismo y excrecion. El safrol esta clasificado
como procarcinogénico, ya que no actua en el punto de aplicacion sino en tejidos
especificos como el higado; requiere de una activacion metabdlica para actuar sobre el
ADN vy, aunque en dosis minimas no tiene un efecto detectable, actia de manera
acumulativa por formacién de aductos safrol-ADN [B]. La bioactivacion por interaccion
con el citocromo P450 se da por cuatro rutas, a saber:

1. Hidroxilacién del carbono bencilico del safrol, catalizada por las enzimas CYP2C9 y
CYP2E1 B,7,21], Figura 2, dando 1'-hidroxisafrol (HOS); sulfonacion catalizada
por una sulfotransferasa, usando como cofactor para la reaccién el 3'-fosfoadenosin-
5'-fosfosulfato (PAPS), obteniendo 1'-sulfoxisafrol, metabolito iniciador del tumor; por

ultimo, alquilacion del ADN por desplazamiento del grupo sulfato [22,23]



Figura 2. Ruta de activacion metabdlica del safrol, via sulfonacion [23].
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2. Inicialmente, la O-desalquilacion (Figura 3) del anillo metilenodioxi, formando el 1-
alil-3,4-dihidroxibenceno; oxidacion a 4-alil-3,5-ciclohexadieno-1,2-diona, e
isomerizacion a 2-hidroxi-4-alilideno-2,5-ciclohexadien-1-ona, seguida de la
conjugacion con glutatiéon (GSH), para la formacién de los aductos correspondientes
1-5 [24]

Figura 3. Ruta de activacion metabdlica del safrol, por formacion de quinonas [24].
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3. Epoxidacion de la cadena alilica o, en menor proporcion, del anillo aromatico y

formacion de aductos covalentes con guanina in vitro [17]

4. Oxidacion gama de la cadena alilica, primero a acido piperonilico, seguida de

conjugacion con glicina, dando piperonilglicina [11].

El safrol es absorbido rapidamente por el tracto gastrointestinal por difusion pasiva en
animales de experimento (rata, raton y conejillo de indias) [11], cuyas principales rutas
metabdlicas son 1 y 2, siendo el HOS y el Z-alil-3,4-dihidroxibenceno los principales
metabolitos. Cuando se suministran pequefias dosis de safrol (0.165 6 1.655 mg para
humanos y 0.63 mg/kg para ratas), marcado con radioisétopo **C en la posicion 1’ de la
cadena alilica, éste se absorbe rapidamente y se excreta casi totalmente como l-alil-
3,4-dihidroxibenceno en forma conjugada, en la orina en ambas especies en tan solo 24
horas. Cuando se incrementa la dosis en ratas de 0.63 a 750 mg/kg, soélo el 25% del
safrol se excreta en 24 horas [11,25].

El HOS se detect6 en forma conjugada en la orina de las ratas, pero su presencia no se
registrd en la orina de humanos, ésto no excluye la posible formacion de pequeias
cantidades de HOS con posterior enlace a macromoléculas como el ADN en el higado
[25]. Un estudio paralelo identificé aductos safrol-ADN cuando se suministraron a
ratones bebidas tipo Cola, en lugar de agua [26].

@ Toxicidad aguda. La dosis letal media (LDs) oral reportada para ratas, ratones y
conejos es de 1950, 2350 [11] y 1000 mg/kg de peso del animal [16], respectivamente.
Hasta el momento se ha reportado oficialmente sélo un caso de carcinoma
hepatocelular en humanos; es el caso de un hombre taiwanés que mascé durante 32
afos una goma saborizada con aceite esencial de inflorescencias de Piper betle, en
donde se encuentra el safrol en altas concentraciones (15 mg/g en peso de material
vegetal fresco). En la biopsia realizada al higado del paciente se encontraron aductos
safrol-ADN [9,10].
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1.2.3 Evaluaciones realizadas al safrol. ElI Comité Cientifico para Alimentos (SCF)
en su opinion del 21 de septiembre de 1979 limita el uso de safrol en alimentos y
bebidas a 1 mg/kg con las siguientes excepciones: 5 mg/kg en bebidas alcohdlicas con
mas del 25% de alcohol, 15 mg/kg en alimentos que contengan nuez moscada y 2
mg/kg en bebidas con menos de 25% de alcohol. Una evaluacién posterior realizada por
la IARC en 1976 y 1987 clasifico el safrol en el grupo 2B, el cual comprende agentes
posiblemente carcinogénicos en humanos, dada la limitada evidencia de
carcinogenicidad en humanos y menos que suficiente evidencia de carcinogenicidad en
animales de prueba [4]. Sin embargo, en 1981 el Comité de Expertos en Aditivos de
Alimentos de la FAO/OMS (JECFA) declar6 al safrol como cancerigeno [11].

En 1997 el Comité de Expertos en Sustancias Saborizantes (CEFS) del Consejo
Europeo evaluo al safrol, asi como sigue: “el safrol es un hepato-cancerigeno bajo en
animales de experimento y es un genotdxico y cancerigeno transplacental. Se debe
reducir su consumo en alimentos y bebidas tanto como sea posible”. CEFS propuso un
limite de 0.5 mg/kg para alimentos y bebidas alcohdlicas y 0.05 mg/kg para bebidas no
alcohdlicas [11].

1.2.4 Reglamentaciones actuales. En el Anexo Il de la Directiva 88/388/EEC sobre
saborizantes [11], se establecen los siguientes niveles maximos para safrol en
comestibles y bebidas para los cuales sustancias con propiedades saborizantes han
sido afiadidas, a saber: 1 mg/kg, en general, con la excepcion de 5 mg/kg para bebidas
alcohdlicas con méas del 25% de alcohol y para alimentos que contienen nuez moscada;
el safrol no debe ser afiadido como tal a los comestibles [11]. Desde 1977 la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) ha propuesto la cancelacion del uso
de safrol en pesticidas a través de la Ley Federal de Insecticidas, Fungicidas y
Rodenticidas (FIFRA). La EPA regula el safrol a través de la Ley de Conservacion y
Recuperacion de Recursos (RCRA) y la Ley de Enmiendas y Reautoizacion del Fondo
Extraordinario (SARA) [18]. La FDA no aprueba el uso del aceite de sasafras pero si del

de nuez moscada en alimentos [11,18].
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1.3 ANTECEDENTES: ANALISIS DE SAFROL EN BEBIDAS

Desde que fueron conocidas publicamente la genotoxicidad y la carcinogenicidad del
safrol, se han realizado enormes intentos con miras a su determinacién en varias clases

de alimentos. A continuacion se hace referencia a algunos trabajos:

En 2001, en el Departamento de Saneamiento de Alimentos del Instituto Tecnoldgico de
Ta-Jen, Taiwan, Youk-Meng Choong y Hsiu—-Jung Lin [27], desarrollaron un método
cromatografico para la determinacién cuantitativa de safrol e isosafrol en gaseosas, en
el cual la muestra se inyect6 directamente al cromatdgrafo de gases sin pre-tratamiento
y la determinacion cuantitativa se llevo a cabo enriqueciendo las muestras por medio de
la adicion de un patron. Se alcanzaron limites de deteccion de 0.25 ng/mL, porcentajes
de recuperacion variaron en el rango de 105 a 108% Yy coeficientes de variacion fueron
mas bajos (5.8%) en comparacion con los del Método 969.13 de la Asociacion Oficial de
Quimicos Analiticos (AOAC) (9.7%) para la determinacion de safrol en bebidas no
alcohdlicas, el cual implica destilacién con arrastre de vapor, extraccién con cloroformo

y concentracion por Kuderna-Danish (K-D) [28].

En 2002, Mdnica Bonini y colaboradores [29] en el Laboratorio de Analisis de Alimentos
de la Facultad de Agricultura de la Universidad de Milan, Italia, determinaron safrol en
gaseosas por GC/MS-MID (Multiple lon Detection). En este método, 500 mL de muestra
fueron sometidos a la hidrodestilacion por 2 horas. Segun lo reportado, se obtuvieron
recuperaciones del 80-93% con buena reproducibilidad (RSD: 2.7-5.1%) y limites de
deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) de 10.0 y 30.0 ng/L, respectivamente, para un

rango de concentracion de 10.0 a 100.0 mg/L.

En 2003, un procedimiento para la extraccion y determinacion de estragol, safrol y 1,2-
dimetoxi-4-(2-propenil)-benceno en seis clases de alimentos (incluidas las bebidas tipo
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Cola) fue desarrollado en Italia por Siano y colaboradores [30]. Los compuestos fueron
aislados por destilacion — extraccion simultanea (SDE) con diclorometano, como
solvente, y analizados por GC/MS. Para el safrol se obtuvieron porcentajes de
recuperacion en el rango de 94-105%, con limite de detecciéon de 5 ng/mL y rango
dindmico lineal comprendido entre 0.5 y 25 ppm. En ese mismo afio, en el Instituto
Gerstel de Miulheim an der Ruhr, Alemania, Adreas Hoffmann, Arnd Heiden y Edward
Pfannkoch [31] determinaron safrol en bebidas Cola por una nueva técnica de
extraccion que utiliza una barra magnética recubierta por una fase estacionaria (stir bar
sorptive extraction -SBSE). En este trabajo se us6é un recubrimiento de
poli(dimetilsiloxano); la barra se agit6 durante 1 hora y después fue colocada en un
sistema de termodesorcion (TDS); el analisis se llevé a cabo por cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS).

Un trabajo reciente, liderado por Helen Brown [32], dirigido a la determinacion de safrol
en alimentos, propone el uso de safrol-ds como estandar interno para su cuantificacion.
Esta propuesta fue hecha ya que se obtuvieron excelentes resultados (RSD 0.7%) en la
cuantificacion de un andlogo del safrol, la cumarina, empleando cumarina-d, como

estandar interno.

A continuacion, en la Tabla 3, se listan las limitaciones de los métodos reportados para

el andlisis de safrol en bebidas no alcohdlicas.
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Tabla 3. Limitaciones de los métodos reportados para el andlisis de safrol.

Técnica

Limitaciones

Método directo [27] v

v
Destilacion con v
arrastre de  vapor
(Método 969.13,
AOAC) [28] v

v

v

Hidrodestilacion [29] Vv

(\

SDE [30] v

SBSE [31] v

SPME [32] v

No tiene en cuenta las interferencias presentes en la matriz de
la muestra;

El método no incluye concentracion de los analitos, lo cual es
indispensable para su cuantificacion, cuando se encuentran a

el nivel de trazas.

Requiere el uso de grandes cantidades de solvente como el
cloroformo, el cual contamina el ambiente, es toxico y
aumenta el costo del analisis;

Requiere el uso de montajes complicados;

Requiere de un sistema de concentracion tipo K-D;

El pretratamiento de la muestra requiere una inversion grande
de tiempo.

Requiere volumenes de muestra grandes (500 mL);
Tiempo de extraccion prolongado (2 h);
Pérdida de analitos volatiles.

Requiere el uso de solvente, lo que aumenta el costo de
analisis;
Tiempo de extraccion prolongado.

Requiere una unidad de desorcion térmica especial, costosa;

Tiempo de extraccién prolongado (1 h).

Implica el uso de un estandar deuterado que puede no ser
disponible y que incrementa el costo del analisis.
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La técnica empleada para la realizacion de este proyecto fue microextraccion en fase

solida, la cual presenta multiples ventajas que seran descritas a continuacion.
1.4 MICROEXTRACCION EN FASE SOLIDA

Desde ya hace mas de una década [33] una nueva técnica ha venido siendo
desarrollada por Janusz Pawliszyn y su grupo de colaboradores en la Universidad de
Waterloo, Ontario, Canada [34,35]. EI meétodo, conocido actualmente como
microextraccion en fase sélida (SPME) fue introducido al mercado en 1993 por la firma
Supelco [36]; se fundamenta en la reparticion de los analitos entre una fase extractiva
soportada sobre una fibra de silice fundida y la matriz de la muestra. Una segunda
etapa de este proceso consiste en la termodesorcion de los analitos en el puerto de
inyeccion o la redisoluciéon de éstos en un solvente organico, segin sea el instrumento
analitico empleado, cromatografo de gases o cromatédgrafo liquido, respectivamente
(Figura 4) [32-38]. SPME no requiere solvente y combina en un solo paso la extraccion

y la concentracion de los analitos [33].

Figura 4. Procedimiento para SPME. A. Fase de extraccién de la muestra y B.

Desorcion de la fibra en el puerto de inyeccion del cromatografo de gases.

1. Perforacién del septum del

A.
frasco portamuestra o del
puerto de inyeccion
2. Exposicion de la fibra /
extraccion o desorcion
3. Retraccion de la fibra dentro
del dispositivo.
B.
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La fase extractiva, 0 sea fase estacionaria o recubrimiento, puede ser un polimero
liquido altamente viscoso y de elevado peso molecular, un sorbente sélido de alta
porosidad para incrementar el area superficial dispuesta para la adsorcion, o bien una
combinacion de ambos. Los analitos son removidos de la muestra por absorcién (en el
caso de un recubrimiento liquido) o por adsorcion (cuando es sdlido) [38,39]. Sin
embargo, en ambos casos el proceso de extraccion viene dado por la adsorcion de los
analitos en la interfase matriz — fase extractora, seguido de la difusién de los analitos a
la fase de extraccion. Si el coeficiente de difusion del analito en la fase de extraccion es
alto, éste se reparte completamente entre las dos fases y la absorcion se lleva a cabo.
Pero si el coeficiente de difusion es bajo, los analitos se retienen en la interfase y se da
la adsorcion [40].

1.4.1 Dispositivo para microextraccion en fase sdlida. La Figura 5 ilustra el
dispositivo comercial para SPME. La fibra de silice fundida de 1 cm de longitud junto
con su recubrimiento se encuentran unidas a una pieza tubular de acero inoxidable, la
cual se encuentra ensamblada a un receptaculo folder), similar a una microjeringa
modificada.

Este se encuentra equipado con una regla ajustable y con un émbolo, cuyo movimiento
esta limitado por un tornillo que se desplaza a través de una ranura en forma de “Z”
[35,38].
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Figura 5. Dispositivo para SPME, detalle de la fibra expuesta.
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1.4.2 Parametros de extraccion.
recubrimiento de la fibra, el modo de muestreo (directo o headspace), la temperatura, el
contenido de sal, el pH, la forma de agitacion y el tiempo de exposicion de la fibra son
puntos criticos a la hora de realizar un muestreo por SPME. De estas variables
dependen la obtencion de resultados consistentes, la selectividad y la deteccion fiable
de los compuestos de interés, especialmente, cuando éstos se encuentran en bajas
concentraciones [35,38].

@ Polaridad de la fibra. La eleccion de la fase estacionaria para llevar a cabo el
proceso de extraccion es funcién de la polaridad del analito. En este sentido, analitos no
polares son mas eficientemente extraidos por recubrimientos no polares vy, vice versa,
analitos polares lo son por fases estacionarias polares [35,36,38]. En la Tabla 4 se hace

referencia a los tipos de recubrimientos y sus aplicaciones.

Parametros como la polaridad y el espesor del




Tabla 4. Tipos de recubrimientos para SPME y sus aplicaciones [36]

Fase estacionaria/espesor Analitos Analisis
Poli(dimetilsiloxano) Volatiles y semivolatiles  GC, HPLC
(PDMS) apolares a polaridad media
PDMS/divinilbenceno (DVB) Volatiles polares, GC, HPLC
semivolatiles
Poli(acrilato) (PA) Semivolatiles polares GC, HPLC
Carboxen™/PDMS Gases y analitos de bajo GC
peso molecular
Carbowax°/DVB Analitos polares GC
Carbowax/Resina Templada Surfactantes HPLC

@ Espesor de la fase estacionaria. La seleccién del espesor de la fase estacionaria
se realiza de acuerdo con la volatilidad del analito. Para compuestos volatiles se usan
recubrimientos gruesos, con el fin de aumentar su retenciéon en la fase estacionaria y
transferirlos sin pérdidas al puerto de inyeccion B5,38]. En el caso de compuestos
semivolatiles es necesario usar una pelicula delgada para asegurar una difusion rapida
de los analitos durante la termodesorcion [35,41]; no usarla, implicaria mayor tiempo y
temperatura de desorcion.

%@ Modos de extraccion. El muestreo por SPME puede ser realizado basicamente

por tres modos: extraccion directa o por inmersion, extraccion indirecta o headspace y
extraccion directa con proteccion de membrana.

En el primer modo (Figura 6A), la fibra se introduce dentro de la muestra y los analitos

se transportan directamente de la matriz de la muestra a la fase de extraccion. En el
modo headspace (Figura 6B), los analitos se extraen de la fase gaseosa, seguida por
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la extraccion “indirecta” desde la matriz, su fase vapor. Esta modalidad permite proteger
la fibra de los efectos adversos causados por sustancias no volatiles de alto peso
molecular presentes en la matriz de la muestra (por ejemplo, acidos humicos y
proteinas). Ademas, se logran tiempos de equilibrio mas cortos que por extraccion
directa por tres razones, a saber: 1. Antes de realizar el muestreo ya existen los analitos
en el headspace; 2. Tipicamente, hay una interfase grande entre la matriz de la muestra
y el headspace y, 3. Los coeficientes de difusién en la fase gaseosa son cuatro veces
mas altos que en la fase liquida. Por dltimo, en un tercer modo de extraccion, con
proteccion, la fibra se separa de la muestra con una membrana selectiva que bloquea el

paso de las interferencias a la fibra [36,38,40].

Figura 6. Modos de extraccion basicos: A. Muestreo directo o por inmersion y B. Modo

headspace.

La seleccién del modo de operacion esta dado por el tipo de matriz, la volatilidad del
analito (es funcion de la presion de vapor) y la afinidad del analito o de los componentes
de la matriz por la fibra. Los analitos con alta presion de vapor pueden ser extraidos en
el modo directo y en el modo headspace. Los compuestos semivoléatiles o de muy baja
presion de vapor deben extraerse por inmersion [35].

@ Temperatura. La temperatura afecta la sensibilidad y la velocidad de la extraccién
[40]. El uso de calentamiento durante el muestreo en el modo headpace ayuda a
remover mas analito de la muestra, incrementando asi la sensibilidad del método. Sin

embargo, ésta puede verse disminuida si la temperatura es alta ya que la constante de
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distribucién se disminuye y, por ende, la cantidad de analitos extraidos por la fibra. Esto
es particularmente cierto cuando se usa un absorbente como PDMS. Por lo general, las

extracciones por inmersion no requieren calentamiento [35].

@ Adicién de sal y ajuste de pH. El ajuste del pH y la adicién de sal aumentan la
eficiencia de la extraccion por cambios en la solubilidad de los analitos en la muestra.
La adicion de sal incrementa la fuerza ionica de la muestra, lo cual reduce la solubilidad
de los compuestos organicos de interés en la matriz [35,38]. Este aspecto es
especialmente importante cuando se analizan compuestos polares en agua [35].

El ajuste del pH de la muestra permite obtener a los compuestos de interés, siendo
estos acidos o basicos, en su forma no ionizada, lo cual disminuye su afinidad por la
matriz de la muestra [35,38]. Para asegurar en un 99%, que los compuestos de interés
se encuentren en su forma neutra, el pH de la muestra debe ajustarse en dos unidades
por encima o por debajo del pK, del analito, segin sea éste basico o acido,
respectivamente [35,40].

@ Agitacion. Por lo general, la agitacion aumenta la masa recuperada y disminuye el
tiempo de extraccion, especialmente, para analitos de peso molecular alto con
coeficiente de difusién alto [35,38].

@ Establecimiento del tiempo de equilibrio. EI tiempo de equilibrio determina el
periodo experimental de extraccion; este parametro depende de los siguientes factores:
la temperatura, la agitacion, la afinidad de los analitos con la fase de extraccion y de la
solubilidad de éstos en la matriz. El tiempo, en el que la concentracion del analito en la
matriz y en la fase estacionaria se encuentra en equilibrio, se establece con un perfil de
tiempo de extraccion contra cantidad absorbida o adsorbida por el recubrimiento de la

fibra (respuesta del detector medida como area en cuentas) [36,38].



1.5 CROMATOGRAFIA DE GASES EN EL ANALISIS DE SAFROL

Como se pudo apreciar en los antecedentes, el método de analisis instrumental mas
utilizado para el analisis de safrol en bebidas es la cromatografia de gases acoplada a
la espectrometria de masas (GC-MS), razédn por la cual serd también empleada para la
realizacion de este trabajo. GC-MS combina la separacion cromatografica eficiente con

la sensibilidad y especificidad de la espectrometria de masas.

La cromatografia de gases con detector selectivo de masas (GC-MS) es considerada un
método de identificacion el cual consiste en la separacion cromatografica del compuesto
organico de interés y su posterior ionizacion en la camara de ionizacion de un
espectrébmetro de masas a presion reducida, en la que el compuesto es bombardeado
por electrones de 70 eV de energia, emanados de un filamento de rutenio o tungsteno,
resultando en la formacion de un i6n molecular con la suficiente energia para
fragmentarse. Las corrientes ionicas reconstruidas de los iones fragmento y del ion
molecular dan lugar al espectro de masas, que es como la “huella digital” para cada
compuesto. El detector selectivo de masas puede operar de dos modos: full scany
selective ion monitoring (SIM); en el primero (full scan o barrido completo) se procesa
en funcion del tiempo la corriente idnica total y, en el segundo (monitoreo de ion
seleccionado), la corriente i6nica parcial del fragmento de interés pre-seleccionado, lo
gue permite aumentar la sensibilidad del método.



2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 REACTIVOS MATERIALES Y EQUIPOS

En la realizacion de la parte experimental se emplearon los reactivos, materiales y
equipos, que se describen a continuacién en la Tabla 5.

Tabla 5. Descripcion de los reactivos, materiales y equipos empleados.

PRODUCTO ESPECIFICACIONES

Reactivos quimicos:

Metanol Pureza: 99.9%; Lote N° 40570; Fluka Chemie GmbH CH-
9471. Buch, Switzerland.

Safrol Pureza: 97%; Catalogo N° S20-8; Lote N° 02220JU;
Aldrich Chemical Company, Inc., Milwaukee, USA.

Cloruro de sodio Pureza: 99.55%; Lote N° K30322804 210; Merck KGaA,

64271. Darmstadt, Germany.

Material de laboratorio:

Viales Viales ambar estandar para SPME de 4 mL; Supelco;
Catalogo N° 27006.
Septa Septa de silicona blanca recubiertas con teflon blanco

para viales de 15 mm x 45 mm; Supelco; Catalogo N°
27369-U.

Fibras para SPME Fibras de silice fundida recubiertas con PDMS/DVB de 65
mm, PDMS de 100 mm y PA de 85 mm; Supelco; Catalogo

N° 57310-U, 57300-U y 57304, respectivamente.




Dispositivo para SPME

Gases especiales para
GC

Vasos de precipitados
Balones aforados
Pipetas Pasteur
Termometro

Micropipetas

Equipo de laboratorio:

Manta de agitacion vy
calentamiento
Balanza analitica

Balanza de precision
Analisis instrumental:

HRGC/MSD

HRGC/FID

Dispositivo para muestreo manual por SPME; Supelco,
Catélogo N° 57330-U.

He, N,, aire, H,, pureza: 99.995%; AGA Fano S.A.
50 y 100 mL; Schott.

2,5y 10 mL; KIMAX, USA.

Brand; Catalogo N° 7477 20.

2-20, 25-250 y 100-1000 nm_; Brand, D-97864. Wertheim,

Germany.

Schott, modelo MR 1065
Mettler Toledo, modelo AG285, exactitud + 0.01/0.1

Sartorius, modelo BA.310S, exactitud + 0.1

Cromatografo de gases Hewlett-Packard HP 5890A
Series Il (Palo Alto, California, USA), dotado con un
inyector split/splitless y acoplado a un detector selectivo
de masas HP5972.

Cromatdgrafo de gases Hewlett-Packard HP 5890 Series
Il (Palo Alto, California, USA), equipado con un inyector
split/splitless y con un detector de ionizacion en llama
(FID).




DESARROLLO DEL METODO POR HS-SPME PARA LA DETERMINACION DE
SAFROL EN BEBIDAS TIPO COLA

A continuacion, en la Figura 7, se muestra la metodologia que se emple6 en el presente

trabajo.

Figura 7. Diagrama general de la metodologia empleada en el desarrollo y validacion

del método.
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2.2 ANALISIS INSTRUMENTAL

El desarrollo del método HS-SPME para la determinacion de safrol en bebidas tipo Cola
se llevd a cabo por cromatografia de gases de alta resolucion (HRGC) con detectores
de ionizacién en llama y selectivo de masas, cuyas especificaciones se reportaron en la
Tabla 5. El detector de ionizacién en llama (FID) se utilizo para el desarrollo del método
por HS-SPME y el detector selectivo de masas (MSD) para la identificacion y

confirmacion del safrol en bebidas tipo Cola.

2.2.1 Analisis por HRGC/FID. Se emple6 una columna capilar HP-5MS, con fase
estacionaria 5%-fenil-[poli(dimetilsiloxano)], 30 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 nm (f.e.). Los
parametros operacionales para el analisis fueron: el inyector se mantuvo a una
temperatura de 250 °C con una relacion split 1:10. La presion de helio en la entrada de
la columna fue de 100 kPa, con una velocidad de flujo de 0.8 mL/min. Las velocidades
de los gases de combustién fueron: 364 y 33.12 mL/min, para el aire y el hidrégeno,
respectivamente. Como gas auxiliar se us6 nitrégeno a 27.04 mL/min. El detector se
operé a 250 °C. La temperatura del horno se programo desde 45 °C (1 min) hasta

250°C (15 min) con una rampa de calentamiento de 6 °C/min, asi:

250 °C (15 min)

6 °C/min

45 °C (1 min)

Los datos obtenidos se procesaron utilizando el Software HP ChemStation 3365-II.



2.2.2 Analisis por HRGC/MSD. Se utiliz6 una columna capilar HP-5MS, 5%-fenil-
[poli(dimetilsiloxano)], 60 m x 0.25 mm (d.i.) x 0.25 nm (f.e.). La temperatura del horno

se programo desde 50 °C (1 min) hasta 200 °C (5 min) con una rampa de calentamiento

de 6 °C/min, luego a 10 °C/min hasta 250 °C durante 15 min, asi:

250 °C (15 min)

10 °C/min
200 °C (5 min)

6 °C/min

45 °C (1 min)



Se emplearon los siguientes parametros operacionales: el inyector se oper6 a 250 °C
con una relacion split 1:30. La presion de helio a la entrada de la columna fue de 200
kPa, con una velocidad de flujo de 1 mL/min. Las temperaturas de la cdmara de
ionizacion y de la linea de transferencia fueron 185 y 285 °C, respectivamente. La
energia de los electrones bombardeantes fue de 70 eV. El analizador masico

cuadrupolar se oper6 en el modo full scan (barrido completo) y en el modo SIM
(monitoreo del ion seleccionado, ion m/z 162).

Para la identificacion inequivoca se utilizé el sistema de datos Enhanced ChemStation
G1701 DA (Version D.00.01.27), equipado con bibliotecas de espectros de masas,
NBS75K y Wiley 138 de 75000 y 138000 espectros, respectivamente.




2.3 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION DEL SAFROL DE
BEBIDAS TIPO COLA POR HS-SPME

Con el fin de establecer las mejores condiciones de extraccion del analito de la matriz,
se realizé una serie de experimentos, empleando la técnica de microextraccion en fase
solida en el modo headspace en la muestra real; la bebida empleada para el desarrollo
del método fue Coca-Cola (cédigo de barras 7_702535 001745, presentacion de 2
litros, S.N.M. 112263, producto elaborado por the Coca-Cola Company, por el grupo
empresarial PANAMCO Colombia S.A., RSIAD19M08796), la cual fue adquirida en una
tienda local.

Primero, se escogid la fibra, que mayor cantidad de safrol extraia, y después se
evaluaron los parametros, que se presumia afectaban el proceso de extraccion del
safrol por SPME.

2.3.1 Seleccion del tipo de recubrimiento. Para seleccionar el recubrimiento se
probaron tres tipos de fases estacionarias (cada una por triplicado): PDMS de 100 pum,
PDMS/DVB de 65 um y PA de 85 um. La fibra se escogié comparando las respuestas
del detector (medidas como areas en cuentas) para el safrol extraido para cada uno de

los tipos de fibra.
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2.3.2 Evaluacion de los parametros de extraccion. Una vez escogida la fibra, se
procedié a evaluar las variables que podrian afectar el proceso de extraccion del safrol
de bebidas tipo Cola por HS-SPME. Para esta evaluacion no se considero el ajuste del
pH, dada la forma no ionizada del safrol en la matriz. Tampoco se consideré la
agitacion, ya que se comprob6 un efecto de memoria o carry-over en el micromagneto
empleado, por retencion de safrol, tal como se muestra en la Figura 8.

Figura 8. Perfiles cromatogréaficos de: A. Blanco de fibra; B. Blanco de vial con
magneto, para agitacion de la muestra y C. Blanco de vial sin magneto.

A
10 12 14 16 18 20 22 24 min.
B SAFROL
—
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10 12 14 16 18 20 22 24 min
C
10 12 14 16 18 20 22 24 min

En el analisis de los parametros de extraccion se utilizo un disefio experimental factorial
completo a dos niveles o disefio de screening [42-44], el cual permitid determinar la

significancia en la extraccion de las variables evaluadas. Tales parametros
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considerados fueron: temperatura, tiempo de exposicion de la fibra y adicion de sal
(efecto salting out). A continuacion, en la Figura 9, se presenta el disefio de screening
empleado.

Figura 9. Presentacion del disefio factorial completo a dos niveles 2°.

A
Temperatura
+1 =
-1
1 b Adicion de sal
| |

-1 +1

Tiempo de exposicion de la fibra

Los niveles maximos (codificados como +) y minimos (codificados como -) de las
variables, usados en el disefio experimental se indican en la Tabla 6.

Tabla 6. Niveles de las variables evaluadas.

Niveles Temperatura, Tiempo de exposiciéon  Adicion de sal,

codificados °C de lafibra, min %p/v
-1 23 5 0
+1 60 30 30




El disefio experimental de screening factorial completo 2° utilizado se detalla en la Tabla
7, donde cada experimento se ha realizado por duplicado y aleatoriamente.

Tabla 7. Disefio factorial completo 2°.

Tiempo de exposicion

Experimento Temperatura _ Adicion de sal
de lafibra
1 +1 -1 -1
2 +1 +1 -1
3 -1 +1 +1
4 -1 -1 -1
5 +1 -1 +1
6 -1 -1 +1
7 +1 +1 +1
8 -1 +1 -1

2.3.3 Determinacion de las condiciones éptimas de extraccion. Las variables que
demostraron un efecto significativo en el proceso de extraccion del safrol por HS-SPME
(temperatura y tiempo de exposicion de la fibra), fueron optimizadas con base en un
disefio de superficie de respuesta: compuesto central 2° + estrella, rotatorio [42]. En la
Figura 10 se presenta el disefio en mencion.



Figura 10. Presentacion del disefio compuesto central 2° + estrella.
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Los niveles de las variables, temperatura y tiempo de exposicion de la fibra, usados en
el disefio de optimizacion se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Niveles de las variables optimizadas.

Niveles Temperatura, Tiempo de exposicion
codificados °C de lafibra, min
-1.68" 32 1.0
-1 40 6.0
0 60 18
+1 80 30
+1.68" 88 35




! Niveles adicionales para la condicion de rotabilidad
A continuacion, en la Tabla 9, se detalla el disefio compuesto central Z + estrella
rotatorio, utilizado en la optimizacion de las condiciones de extraccion, donde se
realizaron cinco réplicas en el punto central del disefio, para estimar el error

experimental.

Tabla 9. Disefio compuesto central 2° + estrella.

. Tiempo de exposicion
Experimento Temperatura

de lafibra
1 0
2 0
3 +1.68
4 -1 +1
5 0
6 +1.68
7 0
8 -1 -1
9 -1.68 0
10 +1 +1

e e

w N =

+

L o o
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~ © &
oo

Para el andlisis de los dsefios experimentales descritos se usO la metodologia de
superficie de respuesta con ayuda del Software estadistico STATGRAPHICS Plus 5.1,
para Windows.



2.4 DETERMINACION DE LAS FIGURAS ANALITICAS DE MERITO

Se determinaron figuras analiticas de mérito [45], tales como: precision (expresada
como repetibilidad), exactitud (reportada como porcentaje de recuperacion), limite de
deteccion (LOD), limite de cuantificacion (LOQ), linealidad y sensibilidad y, especificidad
y selectividad; segun lo recomendado por la Conferencia Internacional sobre
Armonizacion de requerimientos técnicos para registro de farmacos para uso humano
(ICH) [46].

Para la determinacion de estos parametros, se realiz6 una curva de calibracion por el
método de adicidén de estandar en el rango de 0-1000 ppb. Esta técnica consistio en el
enriquecimiento de la muestra real con diferentes cantidades del analito de interés; se
recomienda para matrices complejas, cuando no se dispone de un blanco o cuando se
dispone de wo que varia enormemente en el tipo y el nimero total de compuestos
presentes [47]. La cuantificacion basada en la adicién de estandar, se ha utilizado para
la caracterizacion de vodkas, en el analisis de aditivos del tabaco usado para cigarrillos
y para el estudio de los productos de la peroxidacion lipidica de la leche [39].

Solucién stock: se prepar6 una solucién stock de 25 ppm de safrol en metanol / agua

(1:800). Las especificaciones de los reactivos aparecen en la Tabla 5.

Soluciones de trabajo: las soluciones de trabajo se prepararon a partir de la solucién

stock, de acuerdo con el protocolo recomendado para el método de adicion de estandar
[47, 48]; este procedimiento se describe a continuacion en la Figura 11.
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Figura 11. Procedimiento de preparacion de soluciones de trabajo, empleadas en la

curva de calibracion por el método de adicion de estandar.
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Los volumenes de la solucion stock empleados en la preparacion de las soluciones de

trabajo se detallan a continuacién en la Tabla 10.



Tabla 10. Cantidad de solucion stock de safrol empleada en la preparacion de las

soluciones de trabajo.

Concentracién, Volumen de stock, Cantidad afiadida

ppb pL de safrol, ng
0 0 0
5 2.00 50
17 6.80 170
25 10.0 250
37 14.8 370
50 20.0 500
100 40.0 1000
250 100 2500
500 200 5000
1000 400 10000

2.4.1 Evaluacion de la repetibilidad del método para tiempo de retencion (tg) y
area. La repetibilidad del método [49] se evaludé en términos del porcentaje de la
desviacion estandar relativa o coeficiente de variacion (CV) de la medicion del tz y del
area, para cada una de las soluciones de calibracion. Para el tratamiento estadistico de
los datos se calcularon pardmetros de calidad, a saber: promedio (X), desviacién

estandar (S) y coeficiente de variacion (CV). Las ecuaciones [48] empleadas fueron:

3
a Xi S
X ==L CV==*100%
n X

Donde:

X = Valor promedio;
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Xi = Valor pardmetro (tr 0 &rea);
n = Numero de mediciones;

S = Desviacion estandar;

CV = coeficiente de variacion (%).

La repetibilidad, medida como CV, se calculé con base en la siguiente relacion [49]:
r=t 42",

Donde:

r = Repetibilidad,

t =2.26 (t de Student para un nivel de confianza de 95 %) [47];

S, = Desviacion estandar de la repetibilidad.

2.4.2 Evaluacion de la eficiencia del método. La eficiencia del método desarrollado
se evalu6 con base en el porcentaje de recuperacion, donde la muestra de Coca-Cola
se enriguecié con 300 ng de safrol (12 pL de solucion stock de safrol de 25 ppm); el

experimento se realizé por triplicado.

El porcentaje de recuperacion se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion [49].

., _C,,
%Recuperacmn:CX 100

m

Donde:
C, = Cantidad de safrol, obtenida experimentalmente después de la extraccion;

C., = Cantidad afadida de safrol.

2.4.3 Evaluacion de la linealidad y de la sensibilidad del método. La linealidad y

la sensibilidad del método se evaluaron mediante la curva de calibracion realizada por el
método de adicién de estandar, tal como se describio en la parte inicial de la Seccion
2.4; la curva fue obtenida en el intervalo de 0-1000 ppb, con 10 niveles de

concentracion, el doble de lo minimo recomendado (5 concentraciones) por ICH [45]. La



linealidad se reportd como el coeficiente de correlacion [49] y como la desviacion
estandar de la pendiente de la linea de regresion [45]. La desviacion estandar tanto de
la pendiente, como de la ordenada en el origen, se calcul6 con base en las siguientes
expresiones [46,47]:

Para una ecuacion de la recta de la forma Y = bx + a:

é ° X2 l:Il/2
— Sy/x é al i 0
Sy = ; 172 Sa=S,, &5 T1T——wu
€3 (x,- X2 nd (- X)' g
e i u
e u
‘o ~ Yo s12
B -7
S — A P
yix = e,\ n- 2 l:|
€ u
é 0]
Donde:
X = Concentracion de safrol;
X = Promedio de la concentracion;

(Y; - \A() = Residuo de la sefial,
n = NUmero de determinaciones.

La sensibilidad se report6 como el coeficiente angular o la pendiente de la curva de
calibracion a un limite de confianza determinado, de acuerdo con la siguiente expresion
[47]:

b £1tS,

Donde: t =2.31 (t de Student para un nivel de confianza del 95 %).

2.4.4 Determinacion de los limites de deteccidon (LOD) y de cuantificacion (LOQ)

para el safrol, por HRGC/FID. Para la determinacion del LOD se usé como blanco una
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bebida sin safrol (ver Figura 12): gaseosa Crush Tropical (cédigo de barras
7_702535 003411, presentacion de 500 mL, producto elaborado bajo autorizacion de
CS Beverages Limited, por grupo empresarial PANAMCO Colombia S.A., RSAD
19/1904).

Figura 12. Perfiles cromatograficos de: A. Bebida usada como blanco: Crush Tropical,
volatiles obtenidos por HS-SPME y HRGC/FID y B. Patron de safrol.
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El LOD se determind con un 95 % de nivel de confianza como la concentracion que
proporciona una sefial (Y) en el detector significativamente diferente de la sefal del
blanco, de acuerdo con la siguiente expresion [47]:

Y =Yz + KSg
Donde:
Ys = Promedio de la sefial del blanco;
Sg = Desviacion estandar de la sefial del blanco;

K =3, para un nivel de confianza del 95 %.

El limite de cuantificacion, LOQ, se definié como el doble del LOD (LOQ = 2 LOD) [50].

245 Evaluacién de la especificidad y la selectividad del método. La
especificidad [45] y la selectividad [49] del método se evaluaron segun lo recomendado
por los protocolos de validacion de métodos por medio del acoplamiento GC/MS, donde
por exploracion de las corrientes i6nicas, se evalué la homogeneidad del pico
cromatografico y se realizo la identificacion inequivoca del safrol en bebidas tipo Cola.

El espectrometro de masas se operd en el modo de barrido completo (full scan) y en el
modo de monitoreo del idn seleccionado (SIM), donde el ion m/z 162 fue escogido, ya
gue es fragmento “diagnéstico”, ion molecular, y presenta una intensidad de 100 % en el
espectro de masas del safrol [29-31]. Las condiciones operaciones del equipo se

describieron en la Seccién 2.2.2 de la Parte Experimental.

2.5 ANALISIS DE BEBIDAS TIPO COLA POR HS-SPME Y HRGC/FID.

Se analizaron bebidas tipo Cola tales como Coca-Cola y Pepsi-Cola, por el método
desarrollado por HS-SPME, bajo las condiciones especificadas en la Tabla 16. Las

muestras se conservaron a 4 °C desde el momento de su adquisicion hasta su andlisis.



Las bebidas gaseosas se adquirieron de una tienda de la localidad. A continuacion, se

detallan cada una de las presentaciones analizadas:

v Coca-Cola tradicional, presentacion de 600 mL;, codigo de barras
7_702535 001752, S.N.M. 112264, producto elaborado bajo autorizacion de the Coca-
Cola Company por grupo empresarial PANAMCO Colombia S.A., RSIAD 19M08796.

v Pepsi tradicional, presentacion de 300 mL; codigo de barras 7_702090_020885,
bebida gaseosa sabor Kola, pepsicola, producida por gaseosas LUX S.A., bajo
autorizacion de Pepsico INC. PURCHASE N.Y. E.U.A. RSAA 19/00498.

v Coca-Cola Light, presentacion de 500 mL; codigo de barras 7_702535 002759,
S.N.M. 112264, producto elaborado bajo autorizacion de the Coca-Cola Company por
grupo empresarial PANAMCO Colombia S.A., RSIAD 19M08896.

v Pepsi Light, presentacion de 300 mL; cédigo de barras 7_702090 020953,
bebida gaseosa sabor Kola, pepsicola, producida por gaseosas LUX S.A., bajo
autorizacion de Pepsico INC. PURCHASE N.Y. E.U.A. RSAA 19/00598.

2.5.1 Cuantificaciéon del safrol en bebidas tipo Cola. La cuantificacion del safrol en

las bebidas tipo Cola anteriormente mencionadas se llevo a cabo por el método de
adicion de estandar, descrito al inicio de la Seccion 2.4. Se determing la cantidad de



safrol (X) en cada una de las presentaciones como la masa en ng correspondiente a la
sefial del detector sin enriquecer la muestra de Coca-Cola, de acuerdo con la siguiente
expresion [47]:

Para una ecuacion de la recta de la forma Y = bx + a:

x=2
b

Donde:
X = Cantidad (ng) de safrol en la muestra;
a = Ordenada en el origen;

b = Pendiente de la recta de regresion.

La desviacion tipica de la cantidad (X) estimada, se calculé con base en la siguiente

ecuacion [47]:
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Donde:

n

« = Desviacion estandar de la cantidad de safrol calculada;
Y = Promedio de la respuesta del detector;

Xi = Cantidad (ng) afadida de safrol;

X = Promedio de X;

n = Numero de puntos de la curva.
Syix, b: Ver Seccion 2.4.3.

El resultado se reportdé con su respectivo limite de confianza, de acuerdo con la
siguiente expresion [47]:
XitSX

Donde: t = 2.31 (t de Student para un nivel de confianza del 95%).



%) Extraccion exhaustiva de safrol de bebidas tipo Cola por HS-SPME. La
extraccion exhaustiva se llevd a cabo bajo las condiciones mas favorables para la
extraccion del safrol en bebidas tipo Cola, por HS-SPME (fibra de PDMS-100 um, 48 °C
y 30 min de extraccion), con la siguiente modificacion: una vez retirado el dispositivo
para SPME del vial, que contenia la muestra, se tapaba inmediatamente el septum
perforado, utilizado para el muestreo, con otro septum (para vial de 2 mL), para evitar
las posibles pérdidas del analito. La fibra de PDMS-100 um se expuso al HS de la
bebida en repetidas ocasiones hasta practicamente la desaparicion del pico
cromatografico del safrol del perfil de la bebida.

Para la cuantificacion se realizé una curva de calibracion del safrol en el rango de 24-
159 ppm. Se preparé una solucion stock de 318 ppm de safrol en metanol, a partir de la
cual se prepararon las soluciones de trabajo de 24, 48, 64, 79, 159 ppm (147, 294, 392,
490 y 980 uM). Los volumenes de la solucién stock empleados en la preparacion de las
soluciones de trabajo fueron 75, 150, 200, 250 y 500 pL, respectivamente. La cantidad
de safrol extraida en cada etapa de la extraccion exhaustiva se determind con base en

la relacion entre el area cromatografica y la pendiente de la curva de calibrado.



3. ANALISIS DE RESULTADOS

La metodologia general empleada, en el desarrollo del método por HS-SPME para la
determinacién de safrol en bebidas tipo Cola se describié en la Figura 7.

3.1 OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE EXTRACCION DEL SAFROL DE
BEBIDAS TIPO COLA POR HS-SPME

El procedimiento seguido para la optimizacion de las condiciones de extraccion del
safrol de bebidas tipo Cola por HS-SPME se describié en la Secciéon 2.3 de la Parte

Experimental.

3.1.1 Seleccion del tipo de recubrimiento. La eficiencia de extraccion del safrol,
empleando diferentes tipos de fases estacionarias se muestra en la Tabla 11y se ilustra

graficamente en la Figura 13.

Tabla 11. Extraccion de safrol, empleando diferentes tipos de fibra.

Promedio de respuesta,  Coeficiente de variacion,

Fibra
FID-area-cuentas (n=3) % (n=3)
PDMS 37400 1.94
PDMS/DVB 34500 6.8
PA 23000 9.96
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Figura 13. Eficiencia de las fases estacionarias PDMS-100 ym, PDMS/DVB- 65 pm y
PA- 85 um en la extraccion de safrol de bebidas tipo Cola, por HS-SPME.
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Con base en los resultados mostrados en la Tabla 11 y la Figura 13 se selecciono el
recubrimiento PDMS- 100 pm para realizar el montaje de la técnica, ya que presenta
mayor eficiencia y menor variabilidad en la extraccion.

3.1.2 Evaluacién de los pardmetros de extraccion. Los resultados obtenidos del
disefio de screening factorial completo 2° se muestran en la Tabla 12.



Tabla 12. Resultados obtenidos del disefio experimental de screening factorial

completo 2°,
Niveles codificados Promedio de respuesta
Experimento  Temperatura Tiempo de Adicion de del detector,
exposicion sal area-cuentas
1 + - - 15814.2
2 + + i 39516.3
3 . + + 15687.0
4 . - i 5394.94
5 + - + 21452.8
6 - - + 4001.67
7 + + + 37712.7
8 - + - 17293.1

El andlisis de varianza, ANOVA (Tabla 13) para la respuesta permiti6 evaluar
estadisticamente la significancia de las variables estudiadas [43]: temperatura, tiempo

de exposicion de la fibra y adicion de sal (efecto salting out).

Tabla 13. Analisis de varianza, ANOVA para la respuesta del detector (area-cuentas).

) L Suma de cuadrados = Relacion
Variable Efecto ., Valor p
cuadrado medio F
A: Temperatura 18029.8 1.3003 E9 72.04 0.0000
B: Tiempo exp. 15886.4 1.0095 E9 55.93 0.0001
C: Adicion sal 208.893 1.7454 E5 0.01 0.9241

! La desviacion tipica de efecto es + 2124.23
% Cuadrado medio = suma de cuadrados / grados de libertad (g.l.= 1)



Tal como se aprecia en la Tabla 13, de las variables estudiadas, solo la temperatura (A)

y el tiempo de exposicion de la fibra (B) tienen un efecto significativo en el proceso de
extraccion del safrol de bebidas tipo Cola por HS-SPME; ya que s6lo A y B tienen
valores p (nivel de significancia) menores de 0.05, indicando que son significativamente

diferentes en un nivel de confianza de 95.0%.

3.1.3 Determinacion de las condiciones Optimas de extraccion. Los resultados

obtenidos del disefio de superficie de respuesta: compuesto central 2° + estrella
rotatorio, se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Resultados obtenidos del disefio compuesto central 2° + estrella rotatorio.

Niveles codificados Respuesta del
Experimento* Tiempo exposicién detector, area-
Temperatura .

de lafibra cuentas
1 0 15149.1
2 0 13919.9
3 0 +1.68 13005.2
4 -1 +1 18805.2
S 0 12454.3
6 +1.68 0 7207.48
7 0 0 13978.0
8 -1 -1 7106.38
9 -1.68 0 10729.3
10 +1 +1 11724.1
11 -1.68 4658.07
12 0 12538.9
13 +1 -1 8029.59

! Los experimentos 1,2,5,7 y 12 son las réplicas del punto central del disefio.



El analisis de varianza permitié determinar la importancia de los efectos estudiados, tal
como se visualiza en el diagrama de Pareto (Figura 14), donde se muestran en orden
decreciente de magnitud; la longitud de cada barra es proporcional al efecto
estandarizado (efecto estimado / error estandar). Las barras, que se extienden mas alla

de la linea, corresponden a efectos significativos en un nivel de confianza del 95 % [42].

Figura 14. Diagrama de Pareto para la respuesta del detector (area-cuentas).
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El R? estadistico indica que el modelo asi ajustado explica el 89 % de la variabilidad en
el area; de la misma manera, el R estadistico ajustado, el cual es adecuado para
comparar numeros diferentes de variables independientes, es 81 %, donde el error
estandar del estimado es igual a 1670.32.

A continuacion, en la Tabla 15 se muestran los coeficientes de la ecuacion de
regresion, que se ajusta a los datos del modelo generado para la optimizacién de las

condiciones de extraccion.
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Tabla 15. Coeficientes de la ecuacion de regresion del modelo generado para la

optimizacion de las condiciones de extraccion.

Variable Coeficiente
A Temperatura 657.305
B: Tiempo de exposicion de la fibra 1223.36
AA -4.22687
AB -8.33782
BB -12.2162
Constante -19671.2

De tal manera, la ecuacion del modelo ajustado es:

Area = -19671.2 + 657.305 A + 1223.36 B — 4.226787 A* — 8.33782 AB — 12.2162 B?
La superficie de respuesta para el area se muestra en la Figura 15. Los valores de
areas que soportan esta grafica aparecen en el Anexo 1.

Figura 15. Superficie de respuesta para el area.
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Con base en este modelo se obtuvieron las condiciones éptimas de extraccion del safrol
en bebidas tipo Cola, por HS-SPME (Tabla 16), en la region experimental estudiada.

Tabla 16. Condiciones mas favorables para la extraccion del safrol de bebidas tipo
Cola, por HS-SPME.

Parametro Especificaciones
Tipo de recubrimiento PDMS — 100um
Temperatura 48 °C

Tiempo de exposicion de lafibora 30 min

Volumen de muestra 2mL

A continuacion, en la Figura 16, se muestra un perfil cromatogréfico de los volatiles de

la bebida Coca-Cola, obtenido bajo las condiciones especificadas en la Tabla 16.

Figura 16. Perfil cromatogréafico de los volatiles de la Coca-Cola, obtenidos por HS-
SPME (fibra de PDMS-100 pum, 48 °C y 30 min de extraccién) y HRGC/FID.
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1. p-Cimeno; 2. Limoneno; 3. Eucaliptol; 4. 4-Metil-1-(1-metiletil)-3-ciclohexen-1-ol; 5.

Propanato de linalilo.



3.2. DETERMINACION DE LAS FIGURAS ANALITICAS DE MERITO

El procedimiento seguido para la determinacion de las figuras analiticas de mérito del
método, se describié en la Seccidn 2.4 de la Parte Experimental.

3.2.1 Evaluacion de la repetibilidad del método para tiempo de retencion (tg) y

area. Los resultados obtenidos para la evaluacion del método en tz y area se detallan

en las Tablas 17 y 18, respectivamente.

Tabla 17. Evaluacion de la repetibilidad de tr del safrol, por HRGC/FID.

Concentracion

Tiempo de retencién, min

afiadida, ppb tg Promedio S CV, %

0 14.398 14.39 35E-3 0.02
14.393

5 14.401 14.39 4.2 E-3 0.03
14.395

17 14.399 14.40 6.4 E-3 0.04
14.408

25 14.394 14.39 2.1E-3 0.01
14.397

37 14.401 14.40 14 E-3 0.01
14.399

50 14.403 14.40 35E-3 0.02
14.398

100 14.404 14.38 1.4 E-3 0.01
14.395

250 14.383 14.38 14 E-3 0.01
14.381

500 14.396 14.39 2.1E-3 0.01




14.393

1000 14.417 14.41 6.4 E-3 0.04
14.408
o Sr=0.01
Repetibilidad, %
r = 0.04

Tabla 18. Evaluacion de la repetibilidad del area (cuentas) del safrol, por HRGC/FID.

Concentracion Area, cuentas
afiadida, ppb Area Promedio S CV, %

0 2425.15 2390 51E1 2.1
2353.38

5 3099.01 3300 3.2E2 9.8
3558.60

17 4616.92 4700 15E2 3.2
4830.83

25 6766.35 6600 29E2 4.5
6348.36

37 8131.56 8500 5.5 E2 6.4
8905.33

50 11204.2 10500 9E2 8.9
9869.84

100 17932.4 17000 1E3 6.2
16425.6

250 35230.8 33000 3E3 7.8
31529.5

500 62657.9 62900 3E2 0.5
63137.5

1000 134184.8 129000 8 E3 6.2
122860.5

Repetibilidad, % Sr=29
r =93




Tal como se muestra en las Tablas 17 y 18, se obtuvo una repetibilidad de 0.04% para
el t y de 9.3% para el area, lo que demuestra la precision del método segin Buenas
Practicas de Laboratorio (GLP) [51], que establece un valor maximo permisible de 2 y
10% para estos parametros, respectivamente [49].

Por lo tanto, se confirma la idoneidad del sistema analitico (sistem suitability) para el
método desarrollado, dada la buena repetibilidad de los tz y éarea, anteriormente

mencionados.

3.2.2 Evaluacién de la eficiencia del método. Los resultados obtenidos de la
evaluacién de la eficiencia del método, expresada como porcentaje de recuperacion del
safrol de las muestras de Coca-Cola enriquecidas, aparecen en la Tabla 19. En el
Anexo 2 se muestran las areas cromatograficas obtenidas para cada ensayo de

eficiencia del método.

Tabla 19. Evaluacion de la eficiencia del método.

Cantidad Recuperacion, %
afadida de
Recuperacion Promedio S CV,%

safrol, ppb

96
30 96 94 40 43
89
Recuperacion 94 + 4.0%

El método desarrollado por HS-SPME para la extraccion del safrol en bebidas tipo Cola,

con una recuperacion de 94 + 4.0 %, demostro buena exactitud, segun lo recomendado



por la literatura, donde porcentajes de recuperacion en el rango 70-120 %, son

aceptados [49].

3.2.3 Evaluacion de la linealidad y de la sensibilidad del método. Los resultados

obtenidos para la evaluacion de la linealidad y la sensibilidad del método, mediante la
curva de calibracién (Ver Anexo 3) realizada, se muestran a continuacion:

Ecuacion de la curva de calibracion: Y =12.421x + 3159.6
Cuadrado del coeficiente de correlacién: R? = 0.9991

Pendiente (b): b=12.421
Desviacion estandar de b: S,=13E-1
b+tSg: 12421 £+ 3E-1
Ordenada en el origen (a): a = 3159.6
Desviacion estandar de a: S.=4.8E2
attSy 3159.6 + 1.1 E3

Se demostrd una buena linealidad y una alta sensibilidad del método, bajo el rango de
concentracion evaluado (15.6-1000 ppb), ya que la desviacion estandar de la pendiente
(1.3 E-1) demuestra la precision de la curva de calibracion, asi mismo, el cuadrado del
coeficiente de correlacion obtenido (0.9991) es aceptado segun la guia de validacion de
métodos analiticos [52]. Ello permite concluir, que el método es aplicable bajo el
intervalo de concentracion mencionado.

3.2.4 Determinacién de los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ)
para el safrol por HRGC/FID. Los criterios utilizados para la determinacion del LOD y
del LOQ se describieron en la Seccion 2.3.4 de la Parte Experimental. A continuacion,
en la Figura 17 se muestra en detalle la sefial generada por la bebida usada como
blanco, cuyo promedio y desviacion estandar permitieron calcular una sefal
significativamente diferente de la sefial del blanco con un 95 % de confianza, cuya

concentracion correspondio al LOD.
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Figura 17. Detalle de la sefial generada por la bebida usada como blanco.
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Se obtuvo un LOD de 78 ng (7.8 ppb) y un correspondiente LOQ de 156 ng (15.6 ppb)
para el safrol, por HS-SPME y HRGC/FID.

3.2.5 Evaluacién de la especificidad y la selectividad del método. EIl andlisis por
GC/MS permitid la identificacion inequivoca del safrol en las bebidas tipo Cola, donde la
exploracion del pico correspondiente a la corriente ionica del safrol, permiti6 comprobar
la homogeneidad o pureza del pico cromatogréfico, y, por lo tanto, la especificidad y
selectividad del método desarrollado.

La identificacién espectroscoépica se llevo a cabo analizando el patrén de fragmentacion
obtenido para el safrol (Figura 18), y comparandolo con el espectro de safrol registrado

en la Base de Datos de espectros de masas.




Figura 18. Espectro de masas del safrol (El, 70 eV).
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3.3 ANALISIS DE BEBIDAS TIPO COLA POR HS-SPME y HRGC/FID

Los perfiles cromatograficos de las bebidas tipo Cola (Coca-Cola y Pepsi-Cola)
analizadas se muestran a continuacion en las Figuras 19 y 20, respectivamente.

Figura 19. Perfiles cromatogréaficos, obtenidos por HRGC/FID de: A. Coca-Cola
tradicional y B. Coca-Cola light.
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Figura 20. Perfiles cromatograficos, obtenidos por HRGC/FID de: A. Pepsi tradicional y
B. Pepsi light.
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Como se aprecia en las Figuras 19y 20, todas las bebidas analizadas tienen safrol, lo

cual demuestra que este compuesto, proveniente de algunos aceites esenciales (canela
y nuez moscada), hace parte de la formulacién del sabor Cola.

Al comparar los perfiles cromatograficos de los volatiles de la Coca-Cola y la Pepsi
(tanto tradicional, como light), se observa una gran similitud en cuanto a la composicion
de sustancias aromatizantes en estas bebidas.

3.3.1 Cuantificacién del safrol en bebidas tipo Cola. Los resultados obtenidos para

la cuantificacion del safrol por el método de adicion de estandar en las muestras
analizadas (Descrito en la Seccion 2.5 de la Parte Experimental), se muestran a
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continuacion en la Tabla 20. Las formulas utilizadas en la cuantificacién aparecen en la
Seccion 2.5.1.

Tabla 20. Determinacion del safrol en bebidas tipo Cola.

Muestra Concentracion, Cantidad de safrol,
ppb ng (X*+tS,)’
Coca-Cola tradicional 254 250+ 4 E1
Coca-Cola tradicional 35.3 350+ 4 E1
Pepsi tradicional 38.3 380+4E1
Coca-Cola light 51.9 520+ 4 E1
Pepsi light 36.1 360+4E1

LX: promedio, en un volumen de 10 mL, n=2
2\/er Seccién 2.5.1

%3 Extraccion exhaustiva del safrol de bebidas tipo Cola, por HS-SPME. Enla
Tabla 21 se presentan los resultados obtenidos para la extraccion exhaustiva, donde se
muestra la cantidad de safrol extraida en cada una de las extracciones. La curva de
calibracion empleada para la cuantificacion aparece en el Anexo 3 La extraccion
exhaustiva por HS-SPME permitié determinar la cantidad total de safrol de 348.6 ng en
la bebida Coca-Cola analizada.
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Tabla 21. Extraccion exhaustiva del safrol por HS-SPME.

. i Cantidad de safrol extraida
Extraccion Area, cuentas

pmol ng
1 2739.44 4.56 E-4 73.96
2 1843.64 3.07E-4 49.78
3 1815.82 3.03E-4 49.03
4 1410.24 2.35E-4 38.08
5 1059.82 1.77 E-4 28.62
6 1020.77 1.70 E-4 27.56
7 816.260 1.36 E-4 22.04
8 614.879 1.02 E-4 16.60
9 574.228 9.57 E-5 15.50
10 566.358 9.44 E-5 15.29
11 451.133 7.52 E-5 12.18
Total 2.15E-3 348.6

Con base en los resultados obtenidos en la cuantificacion al tomar 1 L de Coca-Cola
cada dia, ingresa al organismo 25.4 ug de safrol/dia, 178 pg/semanay 9.3 mg/afio. Por
tltimo, una persona de 60 afios que consuma esta bebida desde los 10 afios,
diariamente, ingiere durante estos afios 465 mg de safrol.
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3.4 COMPARACION DE LOS METODOS REPORTADOS EN LA LITERATURA CON
EL METODO DESARROLLADO POR HS-SPME, PARA LA DETERMINACION DE
SAFROL EN BEBIDAS TIPO COLA.

Enla Tabla 2 se resumen las figuras analiticas de mérito para cada uno de los

métodos reportados en la literatura y para el método desarrollado HS-SPME en la
presente investigacion, para la determinacion de safrol en bebidas tipo Cola.
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Tabla 22. Figuras analiticas de mérito para los métodos reportados en la literatura y del método desarrollado, para el analisis

del safrol en bebidas tipo Cola.

_ Tiempo de  Volumen
Método Recupoeramon, CV, % LOD Linealidad preparacion de Observaciones
Yo dela muestra,
muestra mL
Directo [27] 105-108 54-87 0.25 R*=0.98 25 min 1
ppm 0.1-5.0 ppm
Método 969.13, 7.9-1000 2h 200 Uso de cloroformo
AOAC [28] ppm (téxico)
Hidrodestilacion 80-93 27-51 10 R?=0.9985 2h 500 No se detect6 safrol por
[29] ppm encima del LOD
SDE [30] 94-105 N.R. 5ppm R*=0.996 15h 200 Uso de diclorometano
0.5-25 ppm No detect6 safrol por
encima del LOD
HS-SPME 94 4.3 7.8 R?=0.9991 30 min 2 No uso de solventes
ppb 15.6-1000 Se cuantificé safrol en
ppb todas las muestras

analizadas

N.R. - No reportado
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Teniendo en cuenta los resultados anteriormente citados en la Tabla 21, se concluyen

las siguientes ventajas del método desarrollado en el presente trabajo:

%3

El método desarrollado por HS-SPME no requiere el uso de solventes, lo cual
reduce su costo y lo hace compatible con el medio ambiente, mientras que el
meétodo AOAC emplea cloroformo y SDE, diclorometano, los cuales son solventes
altamente téxicos y aumentan el costo de analisis por muestra. Ademas, el método
por SPME combina la extraccion y la concentracion de los analitos en un solo paso,
reduciendo alin mas el tiempo de analisis, el cual es de tan solo 30 min., frente a2 h
minimas para la preparacion de la muestra usando los otros métodos reportados en

la literatura.

El método de adicién de estandar tiene en cuenta la complejidad de la matriz y
permite la cuantificacion del compuesto de interés aun cuando no se dispone de un
blanco de la matriz. Tal es el caso de las gaseosas, en especial, de las bebidas
Cola, donde el reemplazo de la bebida variaria el tipo y el nidmero total de
compuestos presentes en la muestra. Por medio de esta técnica de cuantificacion se
alcanz6 una linealidad mucho mayor (R?= 0.9991), que la reportada por los otros

métodos; dentro de un rango de concentracién de tres niveles de magnitud.

El LOD, por el método desarrollado por HS-SPME, fue mucho mas bajo (del orden
de ppb), que el de los otros métodos (del orden de ppm), lo cual permitié determinar
el safrol en las bebidas tipo Cola analizadas, ya que en estas bebidas es necesario
alcanzar este nivel de concentracion. Ademas, la eficiencia de extraccion alta
obtenida (94 %), dentro de los limites permisibles, con una buena precision (CV= 4.3
%), demuestra la exactitud del método; esta recuperacion es mayor a la conseguida
por el método de hidrodestilacion, sin presentar el efecto de memoria mostrado en
los métodos directo y SDE, donde el porcentaje de recuperacion fue mayor del 100
%.
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4. CONCLUSIONES

Se desarroll6 y validé un método analitico para la determinacion de safrol por
cromatografia de gases de alta resolucion con detectores de ionizacion en llama y
selectivo de masas en bebidas carbonatadas no alcohdlicas tipo Cola, empleando
microextraccion en fase sélida en el modo headspace. Para el desarrollo y la
validacion del método se optimizaron las condiciones de extraccion, se determinaron
las figuras analiticas de mérito, se cuantificé el safrol en bebidas tipo Cola, Coca-
Cola y Pepsi-Cola, y se comparé el método desarrollado con los reportados en la

literatura.

Se determinaron las condiciones de extraccion mas favorables para el analisis de
safrol en bebidas tipo Cola por HS-SPME, mediante un disefio experimental de
screening y un disefio de superficie de respuesta. Las condiciones encontradas
fueron: fibora de PDMS-100 um, temperatura de 48 °C y tiempo de exposicion de la
fibra de 30 min.

Las figuras analiticas de mérito determinadas, permitieron demostrar la idoneidad
del método desarrollado para la determinacién del safrol en bebidas tipo Cola, por
HS-SPME. Los resultados obtenidos fueron:

v" Precision, estimada como repetibilidad: 0.04 % (para tg) y 9.3 % (para areas),
valores inferiores a los maximos permisibles (2 y 10 %), segun GLP.

v' Exactitud, reportada como recuperacion: 94 + 4.0 %, valor comprendido
dentro del rango aceptado (70-120 %), segun la literatura.

v Linealidad y sensibilidad: R = 0.9991, pendiente: 12.421 + 3 E-1, para un
rango de concentracion de 15.6 -1000 ppb (156 — 10000 ng).

v LOD y LOQ: 7.8 ppb (78 ng) y 15.6 ppb (156 ng), respectivamente, mas
bajos que para la mayoria de los métodos tradicionales.



v Especificidad y selectividad: se comprobé la homogeneidad o pureza del pico
cromatografico por GC/MS, segun lo recomendado por los protocolos
validacion de métodos.

@ Se cuantifico safrol en bebidas tipo Cola por el método de adicion de estandar,
empleando la metodologia propuesta en el presente trabajo. Los resultados
obtenidos en cada una de las presentaciones analizadas fueron: Coca-Cola
tradicionales: 25.4 ppb (254.4 ng) y 35.3 ppb (353.3 ng), Pepsi-Cola tradicional: 38.3
ppb (382.9 ng), Coca-Cola light: 51.9 ppb (519.4 ng) y Pepsi-Cola light: 36.1 ppb
(360.9 ng). Todas las determinaciones con un limite de confianza tipico de + 4 E1.La
extraccion exhaustiva permitio determinar una cantidad de safrol de 348.6 ng en la

bebida Coca-Cola analizada.

% El método desarrollado por HS-SPME para la determinacion del safrol en bebidas
tipo Cola demostro superar muchas de las limitaciones inherentes a cada uno de los
meétodos convencionales reportados para este analisis; ya que, contrario a los otros
métodos, éste no requiere solvente y, por ende, la manipulacion de la muestra es
minima, es mucho mas rapido, preciso, su costo por muestra es inferior y, ademas,
alcanza la sensibilidad requerida para este tipo de andlisis, permitiendo de esta
manera una cuantificacion fiable al nivel de concentracién requerido (del orden de

ppb).
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5. RECOMENDACIONES

Dada la idoneidad del método desarrollado para la determinacién de safrol en
bebidas tipo Cola por HS-SPME, se recomienda esta técnica a las empresas que
comercializan bebidas tipo Cola como herramienta de control del safrol.

Teniendo en cuenta los excelentes resultados logrados utilizando HS-SPME para la
determinacion de safrol en bebidas tipo Cola, esta técnica deberia considerarse
como alternativa a los métodos convencionales de analisis de bebidas (los cuales
con frecuencia son dispendiosos, contaminantes y requieren una nversion enorme
de tiempo y costo por anadlisis), para la determinacidbn de otras sustancias
saborizantes, posiblemente tdxicas en esta matriz o incluso, podria extenderse su

uso a otros tipos de bebidas carbonatadas.

Es importante que las autoridades competentes realicen un control estricto en
cuanto a toxicidad y salubridad de las CSD’s, ya que este grupo de alimentos es de
amplio consumo en la actualidad. Es responsabilidad de las empresas que las
comercializan, garantizar la inocuidad de su producto o como en el caso presentado
en esta investigacion, donde a pesar de estar el safrol en un nivel permitido, este
compuesto tiene un efecto acumulativo en el ADN; el consumidor debe ser advertido
ante un peligro potencial para su salud.
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ANEXO 1

Areas cromatogréficas de la superficie de respuesta de la Figura 15.

Niveles de las variables Respuesta del

Experimento  Temperatura, Tiempo exposicion  detector, area-
°C de lafibra, min cuentas
1 60 18 15149.1
2 60 18 13919.9
3 60 35 13005.2
4 40 30 18805.2
5 60 18 12454.3
6 88 18 7207.48
7 60 18 13978.0
8 40 6.0 7106.38
9 32 18 10729.3
10 80 30 11724.1
11 60 1.0 4658.07
12 60 18 12538.9
13 80 6.0 8029.59




ANEXO 2

Areas cromatograficas obtenidas para cada ensayo de eficiencia del método (Seccién
3.2.2).

Cantidad Respuestadel Cantidad de safrol obtenida

I . _ ~ Recuperacion,
afnadida de detector, area- experimentalmente después

%

safrol, ng cuentas de la extraccioén, ng
300 6729.59 287.4 96
300 6721.82 286.8 96
300 6483.00 267.6 89

Donde la cantidad de safrol, obtenida experimentalmente después de la extraccion se
calcul6 con base en la ecuacion de la curva de calibracion: Y=12.421x+3159.6, siendo

“Y” la respuesta del detector y “x” la cantidad de safrol calculada. El porcentaje de
recuperacion se calcul6 de acuerdo con la ecuacion que aparece en la Seccion 2.4.2.

87



ANEXO 3

Curva de calibracion por el método de adicion de estandar para el safrol, obtenida por
HRGC/FID.
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Curva de calibracion del safrol obtenida por HRGC/FID, utilizada para la extraccion

exhaustiva.
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