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                Resumen

                En este trabajo se evaluó el proceso de obtención de colorantes a partir de especies vegetales como la Bixa Orellana (Achiote) y Brassica oleracea, var. capitata (col morada). Las absorbancias de los colorantes obtenidos fueron comparadas con Indigofera suffruticosa (añil) y azul de metileno, adquiridos comercialmente, utilizando espectroscopía en el ultravioleta (UV), visible (Vis) e infrarrojo cercano (IR), obteniendo absorbancias superiores a 2.5 en el rango de longitudes de onda de alta energía, útil en la industria médica por sus propiedades de desinfección. Se determinaron modelos de regresión lineal con diluciones de estos colorantes para la obtención del color verdadero obteniendo coeficientes de determinación superiores a 95%.

              


                Palabras clave: Colorantes; extracción; espectroscopía UV-Visible; color verdadero
                


                -Abstract-


                This study evaluated the process of obtaining dyes from plant species such as Bixa Orellana (Achiote) and Brassica oleracea, var. capitata (red cabbage). The absorbances of the obtained dyes were compared with Indigofera suffruticosa (indigo) and methylene blue, commercially acquiered, using ultraviolet (UV), visible (Vis) and near-infrared (IR) spectroscopy, achieving absorbances greater than 2.5 in the high-energy wavelength range, which is useful in the medical industry due to its disinfectant properties. Linear regression models were determined using dilutions of these dyes to obtain the true color, achieving determination coefficients greater than 95%.
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            Introducción

            La baja disposición de agua para consumo humano es uno de los temas de salud más significativos en la actualidad, ya que es un recurso utilizado para abastecimiento, alimentación, recreación, economía, entre otros. En México, alrededor de 80% de los ecosistemas acuáticos tienen algún grado de contaminación. Los principales contaminantes observados son materia orgánica, nutrientes como nitrógeno y fósforo y microorganismos (coliformes fecales) (Hernández, et al. 2020). Existen diferentes técnicas convencionales y no convencionales para la eliminación de microorganismos en el agua como son la aplicación de productos químicos, esterilización UV y ósmosis inversa (Faroon, et al. 2023), para el primer caso y nanofiltración (Nasir, et al. 2022), electrocoagulación (Gamero, et al. 2020), fotosensibilización (Santos, et al. 2023), entre otros, como segundo caso. Este último representa una alternativa de bajo costo para la desinfección del agua utilizando la radiación solar y colorantes, los cuales son estructuras químicas utilizadas por sus propiedades de coloración, se les clasifica en naturales por su origen vegetal, animal o mineral (colorantes) y artificiales debido a modificaciones físicas o químicas, absorben luz y dan color en la región visible del espectro (400-800 nm). Por sus características son empleados además en sustratos para darles color y puedan resistir la decoloración al ser expuestos en agua, agentes oxidantes, sudor y ataque microbiano, por lo que también son utilizados en industrias como la textil, alimentos, impresión, cosméticos, medicina, plásticos, concreto y papel. Uno de los colorantes más utilizados en la industria es el azul de metileno, el cual es comúnmente aplicado para colorear seda, lana, algodón y papel (Rodríguez-Basantes, et al. 2019).

            En este trabajo se presenta el proceso de extracción de dos diferentes colorantes orgánicos, así como la determinación del color verdadero, comparándolos con la Indigofera suffruticosa y azul de metileno.



            Materiales y Método

            El procedimiento a seguir para la extracción del colorante es la selección de una masa determinada de la especie vegetal elegida (semillas u hojas), si esta se compone de hojas se procede a trocearla para disminuir el tiempo de obtención de colorante. A continuación, se presentan dos técnicas de extracción, la primera utiliza agua a temperatura de ebullición con la especie vegetal elegida y con agitación constante a 200 RPM durante 10 minutos, se deja enfriar y se filtra el líquido utilizando papel filtro, se procede a concentrar el extracto hirviendo la disolución o poniéndola a baño María, este proceso se repite en algunos casos hasta en 4 ocasiones para obtener la mayor cantidad de colorante posible. La segunda es utilizando una solución de hidróxido de sodio o hidróxido de potasio (medio alcalino) a una concentración de 1.5% o también utilizando alcohol etílico concentrado para extraer el colorante bajo agitación constante a 150 RPM en tiempos que van desde 10 minutos hasta 1 hora, dependiendo de la especie vegetal, para el caso de utilizar medio alcalino, se procede a acidificar la solución utilizando ácido fosfórico al 10% (H3PO4) con agitación constante hasta alcanzar un pH entre 2 y 2.5, finalmente se concentra el extracto mediante decantación del material y secado en horno a una temperatura óptima de manera que no se modifique las propiedades del colorante. Para su conservación se puede congelar el material concentrado o agregarle alcohol etílico en proporción 1:8 (Rodríguez-Basantes, et al. 2019). La masa final de colorante obtenida se mide utilizando una balanza analítica de la marca OHAUS modelo PIONEER TJ2611 con precisión de 0.1mg para conocer la eficiencia en su extracción.

Para el análisis espectral se sigue el procedimiento descrito en la NMX-AA-017-SCFI-2021, para la medición de color verdadero en aguas naturales, residuales, residuales tratadas y marinas, mediante coeficientes de absorción espectral a tres longitudes de onda diferentes en el intervalo visible del espectro (436, 525 y 620 nm) utilizando
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            Donde A es la absorbancia de la muestra de agua a la longitud de onda λ, d es la distancia en mm de camino óptico a través de la celda contenedora de la muestra de agua y f es un factor para obtener el coeficiente espectral en m-1 (f=1000). El estudio se realizó con un espectrofotómetro UV/VIS marca HACH modelo DR6000. El color verdadero se expresa en función del coeficiente de absorción espectral a la longitud de onda analizada, así como el valor de pH de la muestra, si la muestra es diluida se evalúa el volumen de agua utilizado en el cálculo final del color verdadero.


            Resultados

            Se utilizaron tres diferentes materias primas como son el añil, achiote y col morada para la obtención de colorantes orgánicos, los cuales fueron contrastados con azul de metileno. A continuación, se describe el proceso de obtención de cada uno.

Para el Añil, proveniente de la Indigofera suffructicosa, se tuvo un colorante con una presentación sólida, por lo que para su preparación se molió hasta obtener gránulos inferiores a un diámetro de 0.5 mm. A continuación, se colocó una masa de 800 mg de añil en 400 mL de agua destilada, se mantuvo en agitación durante 10 minutos a 200 RPM para homogenizar la mezcla hasta obtener una concentración de 2 g/L, con un pH promedio de 7.0.

A partir de esta concentración, se prepararon 9 diluciones disminuyendo la concentración en valores periódicos, hasta alcanzar una concentración mínima de 200mg/L.

En el caso de la Bixa Orellana (Achiote), se realizaron dos procedimientos para la obtención del colorante, en el primero se colocó una masa de 100 g de semillas de achiote con 150 mL de agua destilada en un matraz erlenmeyer, se hirvió a una temperatura de 150°C con una agitación constante a 200 RPM en una parrilla de calentamiento y agitación marca Thermo Scientific modelo Cimarec durante 15 minutos, cuidando que las semillas no se adhirieran a las paredes del matraz. Una vez transcurrido el tiempo se procedió a filtrar la mezcla para eliminar las semillas lavadas de achiote utilizando un colador de malla regular de nylon, el líquido obtenido se depositó en tres capsulas de porcelana distribuido en volúmenes iguales, para su posterior secado. Debido a que el primer proceso no removió completamente el colorante de las semillas de achiote, se procedió a una segunda lavada con las mismas condiciones de la primera. Las capsulas de porcelana con el líquido obtenido se depositaron en un horno de secado marca Biobase, modelo FCD-3000 Serials, previamente acondicionado a una temperatura de 60°C durante 8 horas aproximadamente.
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Debido a que el extracto obtenido, a pesar de las lavadas realizadas, presentó una consistencia espesa que inhibe el proceso de extracción se debió utilizar un volumen mayor de agua, una masa menor de semillas de achiote o número mayor de lavadas. Una vez concluido el proceso de extracción del colorante, se procedió a evaluar la masa y su eficiencia de remoción, obteniéndose 0.9397g de colorante, lo que representa una eficiencia de remoción del 93.32%.

Para el segundo procedimiento, se utilizaron 10 g de semilla de achiote y 30 mL de un medio alcalino (NaOH o KOH), ambas soluciones a una concentración de 1.5%, la mezcla se mantuvo en agitación constante a 140 RPM durante 1 hora, posteriormente se dejó en digestión durante 24 horas, transcurrido el tiempo se separaron las semillas y se realizó un segundo lavado repitiendo el proceso antes descrito, los extractos obtenidos por cada lavada se unieron y se procedió a su acidificación agregando gotas de ácido fosfórico al 10% (H3PO4) con agitación constante a 150 RPM hasta alcanzar un pH de 2 a 2.5, por último se decantó el material para la separación de las semillas, dejando secar el líquido durante tres días a temperatura ambiente en un espacio controlado. La masa obtenida utilizando hidróxido de sodio fue en promedio de 1.2 g, mientras que utilizando hidróxido de potasio fue de 1.8 g.

Para la Brassica oleracea, var. capitata (col morada), se troceó finamente 463.85g de col morada (6 hojas) y se dividió en cuatro bloques de 115g, aproximadamente. A cada bloque contenido en vasos de precipitado se le agregó 460 mL de agua destilada previamente hervida durante 30 minutos con agitación magnética. Dos lotes se dejaron enfriar a temperatura ambiente y a continuación, se les agregó 1/8 de su volumen de alcohol etílico concentrado para su conservación, evaluación y para evitar la proliferación de microorganismos. Los otros dos lotes, se redujeron mediante evaporación a una temperatura promedio 250°C durante una hora, por lo que se obtuvo una disminución de 100 y 55 mL, respectivamente.

Absorbancia

Con los colorantes obtenidos de cada especie vegetal se procedió a determinar una concentración de estos y de una solución de azul de metileno de tal forma que al medir la absorbancia se tuvieran valores cercanos entre sí, obteniendo las curvas que se presentan en la figura 2.

[image: Imagen03]
De la figura 2, se observó la mayor absorbancia para el azul de metileno a una concentración de 10 mg/L fue a 610 nm lo cual indica mayor temperatura pero menor energía, similar al observado en otros trabajos como Amaya, 2023, que presentó un análisis desde 390 a 800 nm, sin embargo, en este caso se realizó un barrido desde 190 nm presentando un segundo pico de absorbancia a los 297 nm, que corresponde a una frecuencia alta de luz, este rango de longitud de onda con mayor energía permite su uso en medicina para eliminar población microbiana y en tratamiento de agua (Santos, et al. 2023). Para el Añil a una concentración de 2 g/L, se tuvo mayor absorbancia alrededor de 310 nm y 675 nm acorde a lo observado por Basuki, 2018. En el caso del achiote con una concentración de 22.5 mg/L, se determinó un pico de absorbancia a una longitud de onda inferior a los 300 nm lo que corresponde a rangos de mayor energía útil en medicina, las bandas de absorbancia características entre 250, 370 y 500-545 nm están indicadas para antocianinas. La absorción de esta última banda varía con el pH del medio y lo que permite detectar el tipo de antocianina. La col morada presentó dos picos de absorbancia a 370 nm y 550 nm, valores cercanos a los observados por Paez-Cartaya, 2018.

Color Verdadero

Para determinar el color verdadero de las sustancias disueltas en agua, se procedió al cálculo del coeficiente de absorción espectral a 436, 525 y 620 nm, todas las muestras al ser diluidas en agua destilada elevaron su pH a valores cercanos a 7.0. A continuación, se determinó la curva de calibración empleando el azul de metileno a diferentes concentraciones que van desde 0.1 hasta 10 mg/L.

[image: Imagen04]
La figura 3, presentó la relación lineal entre el coeficiente de absorción espectral y la concentración del colorante a diferentes diluciones. El valor del coeficiente de absorción espectral para cada longitud de onda representó el color verdadero tomando en consideración las diluciones realizadas para cada concentración. En la gráfica, se observó diferentes pendientes para cada longitud de onda analizada, la correspondiente a 620 nm que es a la que se obtuvo la máxima absorbancia del colorante, implica mayor sensibilidad del método analítico debido a la pendiente prolongada encontrada y mayor control de gradientes de color, se determinó un coeficiente de determinación R2 superior al 99% en todas las longitudes de onda analizadas lo que indicó una fuerte relación lineal entre las variables. Las expresiones encontradas permitirán asegurar que la aplicación final que se le de al colorante sea la deseada debido a que el tono o color requerido será exacto controlando la concentración del mismo.

La figura 4, presentó la curva de calibración del añil, en donde no se observó una diferencia significativa entre las longitudes de onda analizadas los que infiere no estar dentro de algún pico máximo de absorbancia, por lo que el color verdadero variará únicamente en brillo. 

[image: Imagen05]
Cabe señalar que el añil al ser diluido en agua destilada no presentó una solución homogénea, es decir, se observó sedimentación o residuos de éste esparcidos en el recipiente, lo cual implicó variaciones en la concentración que dependen de las condiciones iniciales del colorante.

Para la curva de la figura 5, se prepararon 4 diluciones del colorante obtenido del achiote disminuyendo la concentración de 22.5 a 12.5 mg/L, se observó mayor sensibilidad a 436 nm, además de la mejor aproximación con una R2 arriba del 98%. Se presentaron además valores bajos en el coeficiente de absorción espectral lo que indica que ha bajas concentraciones de achiote se obtuvo un color intenso en la solución.

[image: Imagen06]
Para este colorante, el método de obtención elegido fue el segundo basado en hidróxido de sodio a una concentración de 1.5% y ácido fosfórico al 10%, lo anterior debido a que el primer método presentó sedimentación al diluirlo en agua, mientras que para el segundo se obtuvo una mezcla homogénea. 

Para el colorante obtenido de la col morada se prepararon 10 diluciones, disminuyendo la concentración inicial en valores periódicos hasta que se obtuvo un mínimo del 5%, como se presenta en la figura 6. Se observó mayor sensibilidad a 525 nm. Es importante señalar que este colorante ha sido propuesto como indicador de pH debido a la sensibilidad que presentó mediante cambios visibles en color, lo que resulta eficaz en el desarrollo de biosensores para la conservación de alimentos (Molina-Arteaga, et al. 2022).
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Con las ecuaciones obtenidas para cada uno de los colorantes, fue posible determinar el coeficiente absorción espectral a una concentración desconocida de estos con una R2 superior al 99% en las tres longitudes de onda, solo en el caso del achiote se tuvo un coeficiente de determinación inferior al 96% a 620 nm, estas ecuaciones ayudarán a simplificar el sistema de monitoreo en caso de no contar con un espectrómetro que realice el barrido en el espectro visible, lo anterior mediante el empleo de un sensor de color que evalúe las absorbancias a longitudes de onda de 436, 525 y 620 nm, respectivamente.

Conclusiones

Se presentaron procesos de obtención de colorantes solubles en agua. Utilizando como solvente hidróxido de potasio e hidróxido de sodio para la extracción del colorante del achiote por sus ventajas económicas y agua para la col morada.

Se determinaron las absorbancias de diferentes colorantes orgánicos a concentraciones de 2g/L y 12 mg/L, correspondientes al añil y achiote, respectivamente, los colorantes analizados presentaron absorbancias altas en longitudes de onda menores a los 400 nm lo que corresponde a alta energía, lo que los hace viables en áreas como la medicina y tratamiento terciario de agua.

Se obtuvieron relaciones lineales entre el coeficiente de absorción espectral y las concentraciones de los colorantes utilizados observando variaciones en el gradiente de color para el caso del azul de metileno y variaciones en el brillo para el caso de los colorantes orgánicos.

Se observaron coeficientes de determinación R2 superiores al 99% en la mayoría de los casos, lo que indica una elevada relación del modelo de regresión lineal a los datos reales y permite simplificar el procedimiento de color verdadero con un detector de color que abarque las longitudes de onda propuestas en la NMX-AA-017-SCFI-2021.
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