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RESUMEN

En el presente estudio fue evaluado el proceso de extraccién de la materia colorante (carmin)
contenida en el insecto Dactylopius coccus Costa. Dentro de las condiciones ensayadas se
encontré que el mejor resultado fue obtenido con una solucion acuoetandlica (70:30, v:v) de
Na,CO;3 (1.9 x 1072 M) y de EDTA (2.97 x 107). La evaluacidon de la influencia de la temperatura
sobre la eficiencia de extracciéon dio 70 °C como resultado 6ptimo. Con estos antecedentes, la
operacion Optima de extraccion se realizo por medio de una molienda eficiente en hdmedo,
seguida de una filtracion centrifuga de alta velocidad.

Se establecid una metodologia para la estabilizaciéon de la materia colorante contenida en el
carmin, con diferentes soportes organicos sin pasar por la formacién de la laca, pero
comparandola siempre con la laca obtenida por las técnicas tradicionales.

Se realizé la normalizacién del método analitico utilizando como muestra patrén el acido carminico
comercial. La cuantificacion fue hecha por medida de la absorbancia y los factores incidentes que
se estudiaron fueron: el solvente (acuoso y acuoetandlico, con y sin hidrélisis) y la longitud de
onda.

Los limites con un buen comportamiento lineal, se encuentran en el intervalo de concentracién de
10°a 10 M., mostrando su mejor sensibilidad para concentraciones proximas a 107° M.

Se registraron los espectros de absorbancia a diferentes valores de pH observando como el
cromoforo principal va transformandose; ya sea por el desplazamiento de los equilibrios acido-
base en los que interviene o por que la presencia de otros electrolitos modifican su entorno
electrénico molecular.

La cuantificacion comparativa del acido carminico en los diferentes productos fue hecha a 494 nm;
utilizando una curva patron y las férmulas descritas en la bibliografia, concluyéndose que los
resultados mas exactos son los obtenidos con la curva patrén.
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ABSTRACT

The present study is an assessment of the procedures used for the extraction of the dyestuff
(carmine) contained in the insect Dactylopius coccus Costa. Among the various sets of
conditions examined, the best results were obtained with an aquo-ethanolic solution (70:30, v:v)
of Na,COs; (1.9 x 102 M) and EDTA (2.97 x 103 M). The assessment about the effect of
temperature on the efficiency of the extraction showed that 70°C was the best. Considering these
parameters, the best procedure for the extraction consisted in an efficient milling of the humid
material, followed by a high-speed centrifugal filtration.

A methodology using different organic supports, without going through lake of carmin preparation,
was established for the stabilization of the dyestuff within the carmine, always comparing it with
the lake of carmin obtained by traditional techniques.

The analytic method applied was normalized using a commercial sample of carminic acid as a
reference. The quantification was based on absorbance measurements, and the parameters
studied were the solvent (aqueous and aquo-ethanolic solvents, with and without hydrolysis) and
the wavelength of the measurement.

Good linear behaviour was observed in the concentration range from 10°® M to 10 M, with the
best sensitivity found at concentrations around 10> M.

The absorption spectra obtained at different pH values showed that the main chromophore
undergoes a progressive transformation, either because of the shift in its acid-base equilibrium or
because the presence of other electrolytes affects its electronic molecular environment.

The comparative spectroscopic quantification of the carminic acid in the various products was
carried out at 494 nm, using a standard curve and the equations described in the bibliography.
The measurements showed that the most precise results were obtained with the use of the
standard curve.



I.- INTRODUCCION

Los alimentos estan compuestos principalmente por tres constituyentes esenciales: grasas,
proteinas y carbohidratos; de esta manera cubren los requerimientos nutricionales de estructura y
energéticos. Sin embargo, para que puedan ser aceptados e ingeridos por el consumidor, deben
cumplir requisitos organolépticos muy bien definidos y tipificados por los habitos alimenticios; esto
guiere decir que los atributos de color, olor, sabor y textura, serdn determinantes en el
momento de tomar la decision de ingerirlos. Ya que a través de ellos podemos inferir las primeras
condiciones y caracteristicas de calidad del alimento. Es a través de estos pardmetros
organolépticos, establecidos en el primer contacto con el alimento, que podemos evaluar
instantdneamente la informacion que nos permita reconocer y aceptar o rechazar los alimentos.

A partir del momento en que los alimentos son producidos lejos de los centros de consumo, la
tecnologia alimentaria debe hacer uso de una serie de operaciones unitarias para el
procesamiento, traslado y almacenamiento de los alimentos; garantizando su inocuidad,
aumentando su vida de anaquel y evitando el deterioro y/o la contaminacion. Evidentemente,
dependiendo del tipo de tratamiento que se le haya dado a un alimento durante su
procesamiento, habra un mayor o menor grado de deterioro de sus caracteristicas organolépticas;
haciendo que sea necesario la reconstitucion de estos valores organolépticos antes de su
comercializaciéon y consumo.

Entre las propiedades organolépticas mas rapidamente afectadas por el manejo y/o el tratamiento
de los alimentos esta el color; su deterioro puede ir desde una ligera modificacién hasta la pérdida
total del mismo. Para poder reestablecer el color natural, modificado o perdido durante el
tratamiento, es necesario afiadir colorantes que sean capaces de restituir las caracteristicas
organolépticas naturales; sin que esto presente un riesgo para la salud del consumidor. Todo esto
darda lugar a la creacién de una nueva area de la ciencia, con amplias y continuas necesidades de
investigacion tecnoldgica y clinica.

El uso de los colorantes naturales en los alimentos se remonta a tiempos inmemoriales, tanto en
el campo doméstico y artesanal como (mas recientemente) en el campo industrial. Sin embargo,
la investigacion sistematica y especializada sobre la inocuidad de estos aditivos es algo reciente,
comparativamente hablando.

El primer colorante sintético fue obtenido en 1856, por William Henry Perkin, desencadenando un
vertiginoso desarrollo en la sintesis de otros compuestos analogos; gracias a las enormes ventajas
comparativas, técnicas y econdmicas, que tenian sobre los colorantes naturales, es decir: fuerza
colorante, brillo, estabilidad, facilidad de obtencién, facilidad de aplicacion, bajos costos, enormes
voliumenes de produccion y otros. Pero planteaba la incognita de su inocuidad a corto, mediano y
largo plazo.

La adicién de colorantes orgdnicos sintéticos en alimentos fue regulada por primera vez en los
Estados Unidos en 1886 para su empleo en mantequilla y en 1896 para su adicién a ciertos
quesos. Para 1907, habia cerca de 80 colorantes aprobados para su uso en alimentos ¥, pero
muy pocos habian sido estudiados y/o analizados. El Dr. Bernard Hesse, se dedicd a estudiar la
inocuidad de estos colorantes, concluyendo que 16 de los 80 eran mas o0 Menos seguros y
certificaba solo 7 para su uso general en alimentos. Esta informacion fue registrada en el Acta de
Alimentos y Drogas de 1906.



En 1938, el Acta Federal de Drogas, Alimentos y Cosméticos de los Estados Unidos, establece que
todos los colorantes sintéticos empleados como aditivos, deben ser certificados y clasificados de
acuerdo a su uso. Se definieron tres términos que tendrian asentamiento legal:

% FD&C: Certifica su uso en alimentos, drogas y cosméticos.

< D&C: Para colorantes y pigmentos considerados seguros en drogas y cosméticos, que
estén en contacto con mucosas o sean ingeridos.

< D&C Externos: Aconsejado para uso en drogas y cosméticos de aplicacidon externa.

Posteriormente y con el objeto de clasificar e identificar los colorantes, la “Society of Dyers and
Colorist” en Inglaterra y la “American of Textile Chemists and Colorist” en Estados Unidos,
desarrollaron el sistema clasificacidon e identificacidon llamado Color Index (CI); de esta manera, a
cada colorante se le dio un ndmero y un nombre CI. Pero actualmente, estos compuestos
quimicos pueden también ser identificados por su nimero de registro en el “Chemical Abstracts
Service”(CAS).

Una serie de estudios realizados por las instituciones de salud en los Estados Unidos, evidenciaron
que en 1950 aumentaron los reportes de nifios enfermos por consumir dulces que contenian
grandes cantidades de colorante. La FDA repitid los analisis de toxicidad en animales, aumentando
los niveles de dosis y el tiempo de analisis, antes de emitir cualquier resultado. Los resultados
fueron desfavorables para FD&C Orange N°1, FD&C Orange N°2, y FD&C Red N°32,
eliminandose de la lista.

En 1960, el departamento de Salud propone una nueva legislacion, especificando dos grupos de
colorantes!/:

% Aditivos de color certificados. (Contiene los 7 colorantes sintéticos FD&C, mas dos
de uso restringido)
< Aditivos de color exentos de certificacion. (Contiene 26 colorantes)

Y se define el término de “aditivos de color”, incluyendo dos cldusulas para su uso: la primera
prohibe el uso en alimentos, de colorantes que se haya demostrado que producen cancer en
humanos o animales; la segunda, permite el uso provisional de ciertos colorantes, mientras
alguna investigacién cientifica completa demuestre que pueden ser empleados de forma
permanente.

También es regulado el uso de “colorantes naturales”, los cuales requieren un analisis
toxicoldgico previo a su comercializacidon. Sin embargo, quedan exentos de certificacion para la
especificacién de pureza.

A través de los anos, el uso de los colorantes sintéticos para alimentos se ha ido incrementando;
sin embargo, los resultados de analisis toxicoldgicos adversos han obligado a retirar muchos de
ellos del mercado, haciendo que las industrias, principalmente las de alimentos y cosméticos
retomen los colorantes de origen natural en sus procesos. De esta manera respaldan la inocuidad
de sus productos y explotan comercialmente estos atributos. Los requerimientos de colorantes en
la industria principalmente alimenticia y de cosméticos es realmente muy grande y variada, a la
par de la diversidad de productos que elaboran.



Uno de los colorantes naturales mas admirables por su amplia aplicabilidad, conocido desde la
época precolombina, es el Carmin, obtenido de los cuerpos secos de las hembras de la Grana o
Cochinilla (Dactylopius coccus.Costa) que es un insecto hospedero del nopal.

A partir del momento que el colorante es obtenido por un proceso controlado y reconocido dentro
de las normas vigentes, su uso ya no tiene restricciones ni es limitado; haciendo que se convierta
en un producto de interés técnico y comercial para la industria de alimentos, farmacéutica y de
cosméticos.



II.- ANTECEDENTES

II.1.- ANTECEDENTES HISTORICOS

El carmin es un producto rojo natural obtenido de los cuerpos desecados de las hembras del
insecto, Dactylopius coccus.Costa, que se desarrolla en algunas especies de opuntias. Este
colorante era muy apreciado por las antiguas culturas mesoamericanas, desde la época
prehispanica, que lo empleaban como colorante en: alimentos (panes ceremoniales), textiles
(prendas de la alta sociedad), plumas de adorno, cédices, para el decorado corporal y otros 2.

Su explotacion era muy bien conocida ya que diferenciaban entre las dos variedades mas
comunes: la grana fina ¢ cultivada a la que los Mexicas llamaban Nocheztli (Sangre de Tuna) y la
grana silvestre llamada Ixquimilihuiqui. La grana fina se la conocié también como Induco
entre los Mixtecos y como Bi-aa entre los Zapotecos %31,

La domesticacion y el cultivo de la grana se remonta a épocas que no pudieron ser determinadas
con exactitud. Se estima sus origenes durante el periodo Tolteca, alrededor del siglo X d.c.,
indicando como probable zona de origen la Mixteca mexicana, es decir los actuales estados de
Oaxaca, Puebla y Guerrero. Se reporta que en 1480, Moctezuma recibié como tributo anual del
estado de Oaxaca, 20 sacos de cochinilla. Gracias al Cdédice Mendocino, se sabe de zonas
productoras en la Mixteca Alta: Miahuatlan, Cuicatlan, Nejapa de Madoro, Ejutla y Ocotlan; sin
embargo se tiene conocimiento que las civilizaciones Chancay, Paracas, Aymara y Queshwa de
América del Sur también empleaban la grana desde épocas precolombinas.

Al llegar los espafioles al nuevo mundo, se dan cuenta rapidamente de la importancia econémica y
cultural que tenia este colorante en las poblaciones aborigenes. Constatan la aceptacién y el valor
de este tinte en los mercados europeos y establecen las bases de produccidon necesarias para
desarrollar un comercio que lograron monopolizar rapidamente ya que su industria textil,
constituida esencialmente de lana y seda, requeria de otros insumos, sobre todo tintes de color
rojo para diversificar su produccion. Gracias a su extraordinaria calidad y viveza de color el tinte
del carmin se impuso en los centros textiles europeos, convirtiéndose en la mercancia mas
preciada de América, después de los metales preciosos [¥!; es asi que para el afio 1530 la grana
era incorporada al sistema de Tributos Reales.

Para el afio 1550 el mercado de Puebla se transforma en un centro de acopio abastecido por los
centros productores de Tlaxcala, Cholula, Tepeaca, Tecamachalco y otros pueblos, llegando a
comercializar grana por valores de hasta 200 000 pesos en oro por afio. Herrera consigna que en
esta época se enviaba anualmente a Europa 32,000 @ de grana seca ® con un valor aproximado
de medio millén de libras esterlinas %/,

Para el afio 1560 los requerimientos ibéricos de grana seca fueron superados, exportando su
excedente a los Paises Bajos. El comercio de grana en Europa se habia generalizado y continud su
uso durante el siglo XVII.

@ E rojo representaba la sangre, los rayos del sol, el fuego y a varios de sus Dioses principales atribuian este

color.

b 1@ equivalia a 25 libras en peso aproximadamente 11.506 Kg.
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Dada su gran importancia econdmica la adulteracién de la grana era una costumbre generalizada
y para evitar el fraude en 1572 se creo el cargo de “Juez de la grana” y toda la grana seca que
se enviaba a Espana debia ser registrada en dos puntos: primero en Puebla de los Angeles y
después en Veracruz, antes de ser embarcada para Sevilla.

Para 1760 ya existian en Oaxaca los “corredores de grana” que se encargaban de llevar los
precios del dia a los comerciantes /57,

Debido a los saqueos por parte de navios piratas, el Rey emite en 1793 un decreto en donde
prohibe que el Oro, la Plata y la Grana se embarquen en navios mercantes dificultando su
comercio entre 1793-1796 ya que los comerciantes debian esperar a los navios de guerra para
embarcar sus productos. A pesar de esto, es en el siglo XVIII cuando alcanza su mayor auge
comercial, periodo comprendido entre 1745-1854 %],

El derrumbe del monopolio espafiol sobrevino cuando el cultivo y conocimiento de la grana se
extendid a otros paises. La introduccién de la grana en las Islas Canarias fue en el afio 1820.

Finalmente, la aparicion de los colorantes sintéticos a fines del siglo XIX, marcarda un factor
determinante para la practicamente total desaparicion de este cultivo en México, ya que a partir
de 1858 la produccidn empezd a declinar. Aunado a esto se sumaron otros factores como la
Guerra de Independencia en México y el cambio de las grandes extensiones de nopales por
cultivos alimenticios.

40 talegas de grana cochinilla

dos zurrones de grana



II.2. LA GRANA O COCHINILLA DEL CARMIN

Los términos grana, cochinilla 6 carmin han sido empleados indistintamente para describir al
colorante natural ya extraido o a su materia prima. El producto de partida para la extraccion del
colorante esta constituido por los cuerpos secos de las hembras del insecto Dactylopius coccus
Costa, el cual vive y se desarrolla adherido a las pencas de diferentes variedades de nopal. Segun
algunos autores, los nopales en los que se cultivd la cochinilla fueron: Castilla (Opuntia ficus
indica), San Gabriel (Opuntia tomentosa) y Nopalea coccinilifera. (cochenillifera) 2/,

Pertenece a la familia monogenérica Dactylopiidae, cuyo género, segun De Lotto comprende
nueve especies:

Dactylopius austrinus spec. nov.
Dactylopius ceylonicus (Green, 1896)
Dactylopius coccus (Costa, 1835)
Dactylopius confertus spec. nov.
Dactylopius confusus (Cockerell, 1893)
Dactylopius opuntiae (Cockerell, 1896)
Dactylopius salmianus spec. nov.
Dactylopius tomentosus (Lamarck, 1801)
Dactylopius zimmermannii spec. nov.

De las cuales Dactylopius coccus es la especie que se sigue utilizando para obtener el carmin,
debido a que contiene un mayor porcentaje de Acido Carminico en su composicidén; su cubierta
cerosa es de tipo harinoso, facil de eliminar. Es la Gnica conocida como grana cultivada o fina, ya
que el resto de las especies forman un grupo denominado granas silvestres independientemente
de la especie de la que se trate [Portillo, 1992], distinguiéndose éstas Ultimas por que la cera que
las cubre es de tipo algodonoso, dificil de eliminar, y ademas por ser depredadoras de su
hospedero.

II.2.1. Taxonomia

En algunas referencias todavia se llega a encontrar como Coccus cacti, debido a la clasificacion
hecha por el naturalista sueco, Linneo (1758). A pesar de la precisién y la profundidad de los
trabajos de Linneo, 141 afios después, Cockerell (1899) al estudiar y consultar los dibujos hechos
por De Geer, copiados de ejemplares de la misma procedencia que utilizd Linneo, se dio cuenta
que no se trataba de la grana sino de un monoflébido. Actualmente Coccus cacti.Linneo, se
refiere a un coccido perteneciente a la familia Monophlebinae (Margonodiade) del genero
Protortoria 1>%1, La clasificaciéon vigente es la propuesta por el cocciddlogo italiano Costa y
publicada en 1835 (Anterior a la descripcion hecha por Burmeister, 1839); esta clasificacion nos
permite la ubicacidon taxondmica del Dactylopius coccus Costa y de otros coccidos de interés.
(Fig. I1.1).



CLASE INSECTA
ORDEN HOMOPTERA
SUBORDEN STERNORRHYNCHA
SUPERFAMILIA
COCCOIDEA SUPERFAMILIA SUPERFAMILIA SUPERFAMILIA
(Insectos escamosos y ALEYRODOIDEA PSYLLOIDEA APHIDOIDEA
bichos harinosos) (whiteflies) ( Aphids or plantlice )
FAMILIA: DACTYLOPIIDAE FAMILIA: APHIDAE
GENERO: Dactylopius GENEROS:Acyrthosiphon,
Aphis, Aulacorthum,
FAMILIA: KERMESIDAE Brachycaudus,
GENERO: Kermes Brevicoryne, Cavariella,
Cinara, Chaitophorus,
FAMILIA: ERIOCOCCIDAE Cryptomyzus, Dactynotus,
GENERO: Eriococcus Dysaphis,
Drepanosiphum,
FAMILIA: PSEUDOCOCCIDAE Eriosoma, Hormaphis,
GENEROS: Pseudococcus, Hydaphis,Hyalopterus,
Trabutina Liosomaphis,
Longicaudus,
FAMILIA: LACCIFERIDAE Macrosiphoniella,
GENERO: Laccifer Microlophium,
Mysaphis, Myzus,
FAMILIA: COCCIDAE Nasonovia,
GENEROS: Coccus, Ceroplastes, Paraprociphilus,
Ericerus, Gascardia. Periphyllus,
Phodobium, Phorodon,
FAMILIA: DIASPIDAE Pterocomma,
GENERO: Aonidiella Rhopalosiphum,,
Rhopalosiponinus,
FAMILIA: MARGARODIDAE Schizaphis,
GENERO: Icerya Schizoneura,
Schizolachnus, Sipha,
FAMILIAS: ASTEROLECANIIDAE Sitobion, Symydobius,
ORTHEZIIDAE Tetraneura, Telases,
ACLERDIDAE Tuberolachnus.
(sin investigacién quimica)

Fig. I1.1 Ubicacién taxonémica del Dactylopius coccus Costa
Fuente: K.S. Brown. The chemistry of aphids and scale insects [7/

I1.2.2. Ciclo Bioldgico

La hembra y el macho son similares en los dos primeros estados: huevo y ninfa I; la
diferenciacién comienza en la etapa de ninfa II donde las hembras mudan para transformarse en
adultas, mientras que los machos elaboran un capullo del que emergen como adultos %/,

El notable dimorfismo sexual se debe a que las hembras llevan a cabo una metamorfosis
incompleta, en tanto que los machos son de metamorfosis holometabola, por lo que los estados
inmaduros de estos Gltimos deberian llamarse larvas 2! (Fig. 11.2).



NINFA I NINFA I ESTABLECIDA

MUDA HEMBRAS ADULTAS

MACHOS ADULTOS CAPULLO NINFA II
Fig. I1.2 Ciclo biolégico del Dactylopius coccus Costa. ]

Las ninfas recién nacidas, que ya presentan un tinte ligeramente rosado, permanecen cerca de la
madre y empiezan a cubrirse de cera junto con otras ninfas (fase de ninfa estacionaria);
posteriormente se dispersan, periodo de ninfa migrante (en Oaxaca las llaman “cocoyuchi” [27),
en esta fase son atraidas por la luz, aunque buscan lugares sombreados para establecerse
(periodo de ninfa establecida) {9/, Pueden presentar movilidad de 1 a 5 dias y luego se fijan sobre
el cladodio del nopal para alimentarse, permaneciendo en esa posicion hasta completar su
desarrollo.

Después de 28 a 30 dias se presenta la primera muda dando origen a la ninfa II, en éste estado
se va cubriendo de cera blanca en forma de polvo fino. Después de 8-10 dias se inicia el
dimorfismo sexual.

En el caso de las hembras la ninfa II muda para dar lugar a la hembra adulta. La cépula tiene
lugar aproximadamente a los 57 dias. A partir de ese momento la hembra aumenta de volumen y
sus patas se retraen, conjuntamente con las antenas. El periodo de preoviposicidon puede variar
grandemente, entre 30 a 50 dias. Se le da el nombre de oviplena cuando esta a punto de parir.
La eclosidn tiene lugar de pocos minutos a 2-6 horas después de la oviposicion {2197,

La bibliografia menciona que la hembra pone entre 100-350 huevecillos [#2%1, Al terminar, el
cuerpo de la hembra se contrae hasta que muere, a ésta grana que seca en los nidos se le llama
grana negra.

En el caso del macho la ninfa II forma un capullo, cominmente llamado cocén, con las
secreciones cerosas en forma de filamentos, el cual se convertird en la prepupa y posteriormente
en pupa; estos estadios pueden durar entre 15 a 30 dias. A continuacion emerge el macho adulto,
el cudl tiene un promedio de vida de 3 dias.

El ciclo de vida y el comportamiento de la grana dependen de diferentes factores ambientales
como; la humedad, la luz y la temperatura, siendo esta ultima la que mayor efecto tiene sobre la
duracién del ciclo bioldgicol?®?, que puede variar entre 90 a 120 dias. Se considera que las
hembras deben ser recolectadas antes de que se produzca la oviposicidn, ya que seria el
momento en el que tienen el mayor porcentaje de colorante.



I1.2.3. Morfologia
Macho

Es mas pequefio que la hembra, tienen cabeza,
torax y abdomen bien diferenciados; este ultimo
termina en dos largos filamentos; un par de alas y
antenas bien desarrolladas, carecen de organos
bucales y son de vida muy corta.
Proporcionalmente el nimero de machos es menor
que el de hembras.

Hembras adultas

Las hembras carecen de alas, son de forma oval
plano convexas (region dorsal convexa y ventral
plana) y claramente segmentadas, su tamafo
puede variar entre 4 y 6 mm de largo por 3 a 4
mm de ancho, dependiendo esencialmente de las
condiciones de su cultivo y del periodo de
reproduccion. La boca tiene un pico o probdscis
formado por el labium, dentro del cual hay cuatro
estiletes, con los que se fijan al cladodio y se
alimentan. Su cuticula es delgada y flexiblef29],
Estan cubiertas de una cera de color blanco y de
consistencia pulverulenta. Cuando se encuentran
adheridas al cladodio, pueden estar en forma
individual o formando colonias; a medida que sus
individuos crecen forman una capa cerosa comun,
tan grande que en algunos casos puede llegar a
cubrir la cara entera del cladodio.

Si la oviposicién se lleva a cabo en el cladodio, en algunos casos, los huevecillos
quedan bajo el cuerpo de la hembra formando una especie de collar.
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I1.2.4. Composicion Proximal

Como se menciondé anteriormente, el desarrollo de la grana varia mucho con las condiciones
ambientales, esto quiere decir que la composicion es también muy variable, razén por la que sélo
se pueden presentar valores promedio, que son los que generalmente se manejan en la
bibliografia [2!. Desafortunadamente, los datos reportados no siempre especifican si se trata de
valores expresados en base seca o en base humeda, lo que hace diferencias significativas entre
los porcentajes [21%12I: entonces tendremos:

Tabla II.1 Composicion promedio de la grana
(En base humeda)

Composicion
Ac. Carminico
Proteina

Grasa

Carbohidratos
Ceras [*]
Cenizas
Humedad

[*] : La cera esta compuesta principalmente por Coccerina
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I1.3. PROCESAMIENTO DE LA GRANA

El ciclo bioldgico de la grana puede variar entre 90 y 120 dias, dependiendo de las condiciones
ambientales. Una vez que la cochinilla llega a su estado adulto se procede a cosecharla, dejando
algunas en el cladodio que serviran como “Pié de Cria” para el préximo ciclo.

En este punto la grana cosechada se llama grana hiumeda y debe ser procesada lo antes posible
para evitar una disminucién en el contenido de colorante.

Desde el punto de vista bioldgico, es sorprendente que la grana fina, con las dimensiones que
tiene, contenga materia colorante hasta en un 22 % de su peso en seco; contrariamente a la
grana silvestre y a otros coccidos de la familia.

Aunque no se conoce exactamente la verdadera funcion del Acido Carminico en el insecto, se ha
constatado experimentalmente que el porcentaje de acido carminico disminuye en el insecto,
cuando éste es desprendido de su fuente de alimentacion o cuando es sometido a cambios
ambientales bruscos (se ha podido probar que cuando se espera mas de 3 horas antes del
sacrificio, el % puede disminuir hasta en un 4 %). Estas constataciones hacen pensar que el
colorante tiene una funcion fisioldgica muy significativa ya que lo utiliza probablemente como
recurso de proteccidon ante sus depredadores, o como promotor de su sistema de defensa. Esto se
confirma con el hecho que las larvas de otros 3 insectos; Hyperaspis trifurcate, Leucopis sp y
Laetilia coccidivora, se alimentan de grana cochinilla como fuente de acido carminico, que lo
utilizan posteriormente como componente quimico defensivo ante las hormigas [%37,

I1.3.1. Recoleccion

Si la infestacién ha sido bien conducida se obtendran granas de la misma edad y tamafio
uniforme, si no es asi se cosechan granas de diversos estadios (jovenes, maduras y sobre
maduras) lo que afecta la calidad del producto.

De una manera general, la cosecha consiste en el desprendimiento del insecto adherido al
cladodio, el mismo que puede realizarse mediante diferentes sistemas operativos, entre los cuales
tenemos:

Cepillado con brochas de fibras naturales

Permite desprender las granas de los cladodios sin dafarlas o perforarlas,
dejandolas caer directamente en un recipiente recolector.

Empleando utensilios de plastico o de hoja metalica

Con los cuales se vaya desprendiendo la grana evitando al maximo todo dafio
mecanico y dejandola caer libremente en el recipiente recolector.

Por medio de soplado de aire a presion

Esta técnica permite el desprendimiento de la grana por medio de un soplado con
aire a presion. Cada cladodio puede ser soplado independientemente mediante un
dispositivo adecuado que permita dirigir el aire. Los insectos pueden ser
recolectados en bastidores con malla milimétrica.
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I1.3.2. Sacrificio

El tratamiento postcosecha consiste basicamente en matar y secar al insecto, lo mas rapidamente
posible. Desde los sistemas tradicionales hasta los mas actuales, los procedimientos operativos
han evolucionado poco; independientemente de la escala de trabajo, los métodos generalmente
empleados para el sacrificio de la grana son:

Inmersioén en agua hirviendo

El insecto es colocado en bolsas de tela bien tupida o en canastos, el recipiente es
tapado y sujetado con una cuerda por la parte superior; luego es introducido en un
tanque que contiene agua en ebullicion. Después de unos minutos se saca para
proceder al secado de la grana.

Este procedimiento tiene el inconveniente de la perdida de materia colorante por
disolucién en el agua caliente.

Algunas variantes operativas usan bolsas impermeables y las sumergen en agua
hirviendo por unos cuantos minutos.

Exposicion al vapor de agua

El insecto es colocado en bolsas o canastos que son amarrados a un palo que se lo
mantiene en la parte superior de un recipiente que contiene agua hirviendo, de
manera que la bolsa no llegue a sumergirse en el agua y las granas sean sofocadas
por el vapor.

Otra variante operativa es colocando las granas en una caja con base de malla
milimétrica la cual es colocada dentro de un recipiente con agua hirviendo, justo
encima del nivel del agua. Una vez muertas las granas se procede a su secadof?4/,

Por congelacion

La grana hiumeda es sometida a temperaturas de 0° C durante unas 6 horas;
posteriormente son secadas al sol hasta la humedad adecuada para su molienda.

Por inmersion en Hexano

El procedimiento es el mismo que el empleado con agua hirviendo, se emplean
recipientes herméticos , tiene la ventaja de que se puede eliminar la cera , y
ademas dada la gran volatilidad del Hexano puede ser recuperado y eliminado
totalmente de las granas durante el secado.

Independientemente de la técnica de sacrificio empleada, el objetivo es matarlas en el menor
tiempo posible para que no disminuya el contenido de materia colorante. Por otra parte se debe
evitar el uso de solventes organicos u otro tipo de soluciones capaces de dejar residuos que
afecten la comercializacion de la grana. Por ejemplo para uso en alimentos no deben quedar
trazas de Hexano.
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I1.3.3. Secado

El secado es una de las etapas mas importantes porque incide directamente sobre la calidad del
producto final. En esta operacidon se busca obtener un producto que tenga una humedad
comprendida entre 8 y 10 % en peso.

Para secar, la grana es extendida en diferentes superficies; lonas de tela , bandejas metalicas,
etc. de manera que no rebase mas de un centimetro de espesor. Los métodos de secado son muy
diversos, entre los que se pueden mencionar:

Exposicion al sol directo

Este método es muy usado en zonas rurales, generalmente donde se cultiva la
grana. Una vez extendida se deja a la accidon directa del sol por periodos de 4 a 5
horas al dia y durante 6 dias aproximadamente. De esa manera el agua es
eliminada evitando asi la apariciéon de hongos /14 Este método tiene la desventaja
de que toma mucho tiempo.

Exposicion al ambiente bajo sombra

Este método utiliza mayor tiempo de secado, entre 25 a 30 dias, combinan tiempos
en el sol y en la sombra logrando una grana que se comercializa 6ptimamente [#4/,

En horno

En este método se pueden utilizan hornos de charolas , se regula la temperatura a
65° C. En algunos casos pueden estar provistos de circulacion de aire o sistemas de
vacio. El tiempo de secado es aproximadamente de 4 horas dependiendo del
tamafio de la grana y del volumen a ser procesado. Este método tiene la ventaja de
ser muy rapido, pero se debe cuidar que la temperatura no supere los 65 °C 4,

La grana himeda que fue secada al sol se la conoce como grana blanca o plateada, donde
aproximadamente 80,000 insectos pesan 1 Kg. Se requieren aproximadamente 130,000 insectos
de grana negra para hacer 1 Kg. 2,

I1.3.4. Limpieza y clasificacion

En esta etapa se trata de eliminar los restos de coccerina y otras impureza ligeras empleando
diferentes técnicas:

Se pueden usar separadores neumaticos con aire insuflado.

También se pueden utilizar técnicas de abrasién en tambores rotativos inclinados. La
ventaja de esta técnica es que al mismo tiempo realiza un pulido eliminando la cubierta
cerosa de manera mas eficiente.

La clasificacion de la grana se realiza por medio de zarandas vibratorias calibradas para
clasificar la grana en :

Grana de 13: >2 mm
Grana de 29%: 1 < Tamafio < 2 mm
Granilla: <delmm
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Una vez secada y clasificada la grana es empacada y almacenada en un lugar seco con ventilacion
adecuada. A partir de este punto la grana puede ser comercializada como grana seca o continuar
siendo procesada para obtener productos con un mayor valor agregado.

I1.3.5. Desgrasado

Esta operacién permite eliminar los restos de cubierta cerosa que hubieren pasado en las
operaciones anteriores. Se realiza por medio de una extraccién sélido-liquido empleando solventes
organicos como hexano, éter de petrdleo o éter etilico. Una vez hecha la extraccion, el solvente es
recuperado hasta su eliminacidn total. Debido a las restricciones sobre los residuos de solventes
organicos este tratamiento no es muy utilizado ni recomendado; razén por la cual se prefiere una
buena limpieza mecanica para pasar directamente a la molienda.

I1.3.6. Molienda

El proceso de molienda puede ser realizado con sistemas que van desde los molinos manuales y
artesanales hasta los diferentes sistemas mecanicos existentes en el mercado. El objetivo
principal de esta operacion es alcanzar la granulometria éptima para una extracciéon eficiente; esto
quiere decir que se debe evitar la produccidén de polvillo o dejar particulas demasiado grandes ya
gue en ambos casos disminuye el rendimiento de extraccion.
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I1.3.7. Almacenamiento

Debido a la naturaleza organica de la grana, se debera tener especial cuidado durante su
almacenamiento, por lo que se recomienda guardar el producto en sacos completamente limpios y
secos elaborados con lienzo u otras fibras naturales, como el yute, de manera que exista
circulaciéon de aire, minimizando con ello el riesgo de descomposicion por el crecimiento de
hongos y/o bacterias. Preferentemente se almacenara en lugares secos, cerrados, con ventilacién
adecuada. La grana molida se almacena en bolsas de polietileno con cierre hermético.

En resumen podemos decir que una vez sacrificada la grana, el procesamiento de la grana
himeda consta de las siguientes etapas (Esquema II. 1).

SECADO
l |<_ LIMPIEZA Y
ALMACENAMIENTO CLASIFICACION

DESGRASADO l
SECADO l

MOLIENDA l

ALMACENAMIENTO

Esquema II.1 Proceso general de la grana himeda
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II.4. EXTRACCION DEL COLORANTE

Desde los métodos prehispanicos, hasta las técnicas operativas mas actuales (Esquema II1.2); la
extraccion del colorante a partir de grana seca es siempre un proceso de extraccion sdlido-liquido,
habiéndose ensayado toda una serie de métodos, que varian principalmente en los siguientes
factores:

El solvente de extraccion
El tiempo de extraccion

El nimero de extracciones
El tamanfo de particula

La temperatura

Generalmente todos estos procesos siempre emplean como insumo de partida la grana seca y
molida.

II.4.1. Solvente de Extraccion

El solvente de extraccion mas utilizado es el agua; sin embargo, se ha visto también que las
mezclas de agua con alcohol (metanol o etanol en diferentes porcentaje) favorecen el rendimiento
de extraccién y ayudan a la conservacidon de los extractos. La ventaja con estas mezclas de
solventes es que el alcohol puede ser eliminado mas facilmente.

I1.4.2. Tiempo de Extraccion

El tiempo de extraccién ha sido considerado como el factor de menor incidencia en el proceso de
obtencién de la materia colorante /261, Sin embargo, en los procesos industriales, dependiendo de
la técnica empleada y de los volimenes a tratar, sera un factor importante que incidird en los
costos, tanto de operacion como de inversion.

I1.4.3. Ndamero de Extracciones

Los resultados obtenidos en trabajos recientes de investigacion muestran que, en comparacion
con la Temperatura, Concentraciéon de Metanol y Tiempo de Extraccién, el Nimero de Extracciones
es el parametro mas incidente sobre el rendimiento global de extraccién del colorante. El analisis
estadistico, bajo un disefo experimental factorial a dos niveles, muestra que el manejo de 2 y 3
etapas de extraccidn, es el que da mejores resultados [67,

I1.4.4. Tamaiio de Particula

La granulometria tendrd una gran importancia en el rendimiento total de la extraccion; cuanto
mayor es el tamafio de particula menor es el rendimiento, ya que la superficie total de contacto
con el solvente es menor; cuanto menor es el tamafo de particula, la extraccion es mayor debido
al aumento de la superficie de contacto; sin embargo, se forman lodos que ocasionan grandes
problemas durante las operaciones de filtracion.
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I1.4.5. Temperatura de Extraccion

Sabemos que conforme se aumenta la temperatura, la extraccion es mayor; sin embargo, el
incremento de temperatura entre 70 y 100 °C, ya no aumenta significativamente el rendimiento
de extraccién de la materia colorante y es mas significativo el nUmero de extracciones; por lo
tanto, debe buscarse un equilibrio donde el gasto energético y el tiempo de operacién sea menor.

Si bien se ha tenido informacién de que en el Peru la extraccion se lleva acabo a temperaturas de
ebullicién del agua; sin embargo, los trabajos de Kearsley /%!, donde analiza el efecto de la
temperatura sobre la estabilidad del color, muestran que: hasta 50° C la absorbancia se mantiene
estable en un tiempo de evaluacién maximo de 240 min. A 75 ° C a los 180 min. empieza a
disminuir ligeramente y a 100 © C una disminucidon considerable de la absorbancia es notoria
desde los primeros minutos, bajando asi los rendimientos esperados (Fig.I1.3)

25°C
Lsc ﬂ}l_‘a-’-_:—:frfﬂ':'.; 50°C
.-—-___-
¥ 750C
19 .

il ® 100°C
05}

c- | | | 1 e

» 1 2 3 ]

Jiempe. [Frs.]

Fig. I1.3 Efecto de la temperatura sobre la estabilidad del color en cochinilla
Kearsley y Katsaboxakis. /17



18
II.5. PRINCIPIO COLORANTE

II.5.1. Acido Carminico

Las propiedades tintéreas de la grana se deben esencialmente al Acido Carminico y su precio es
directamente proporcional al porcentaje del mismo (Fig. I1.4).

Fig. I1.4 Estructura Quimica del Acido Carminico

Investigaciones recientes, mencionan la existencia de otras materias colorantes como el Acido
Kermésico, Acido Flavokermésico y 4 especies colorantes atn no identificadas que han sido
clasificadas como: dcll, dcllI, dcIV y dcVII. Su determinacion fue hecha por HPLC (Fig. I1.5),
usando como fase movil un gradiente de solventes de agua: metanol: acido ortofosférico (5 % en
agua). El tiempo total de separacion fue de 30 min., con un gradiente de solventes que va de
(50:40:10) durante 11 min hasta (0:90:10) con una velocidad de flujo de 1.2 ml/min y una
presiéon de 200 N/m?. En este punto la separacion se mantuvo durante 6 min. adicionales. [1718]

L i L P I gl 1 L Leend L ! I il 1 1 4 1
£ len i T z : : 273 na

T T T ;
16 1] kL] 22 4

TIME 5-25 MIN

Fig. I1.5 Analisis por HPLC del colorante obtenido del Dactylopius coccus Costa
Ca: acido carminico; fk: acido flavokermésico; ka: acido kermésico; y
dcII, dcIV, dcVII:(Wouters and Verhecken 1989a, 1989b) [17,18]
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El Acido Carminico, es soluble en agua, alcohol, acido sulfurico concentrado y soluciones alcalinas.
Es poco soluble en éter etilico, pero es practicamente insoluble en éter de petrdleo, benceno y
cloroformo. Cristaliza en etanol, formando cristales prismaticos de color rojo brillante que se
oscurecen a partir de 120 °C y se descomponen a partir de 250 oC {11191,

En solucién acuosa toma un color rojo oscuro cuya tonalidad varia en funcién del pH. En medio
acido, hasta pH ~ 4.0, es color naranja; en el intervalo de 5.0 a 6.0 toma una coloracién roja y a
partir de pH = 6.2, la solucion torna una coloracién purpura, cada vez mas intensa, a medida que
aumenta el pH. : A max (aguay = 500 nm [€ = 6800] ; A max (Hci: 0.02 Ny = 490-500 nm [¢ = 5800] ;

X max (NaoH: 0.0001 Ny = 540 nm [& = 3450] ; [0]ess'® = + 51.6 °© (agua) [**],

Es importante hacer notar en este punto que cuando el solvente basico contiene un hidroxido
alcalino, la solucién es también de color purpura muy intenso, pero se descompone hasta la
decoloracién total en funcién del tiempo, el cual es tanto mas corto cuanto mayor es la
concentracion de la base.

Dependiendo del pais y/o la institucién, el Acido Carminico es conocido por muchos nombres
comerciales y/o claves de identificacion, (Tabla II1.2)

Tabla II.2 Nombres y nimeros que identifican al Acido Carminico

Denominaciones Nombres/Numeros
Acido 7-a-D-glucopiranosil-9,10-dihidro-3,5,6,8-
Sistematico tetrahidroxi-1-metil-9,10-dioxo-2-antraceno
carboxilico
Nombre comun Acido carminico
CEE No. E-120
CEE Denominacion Rojo cochinilla
2CI. No. 75470
C.I. Denominacion Rojo natural No. 4

1. E: Es el numero asignado al colorante en Europa.
2. CI : Es su Color Index, es decir: el numero asignado por la Asociacion Americana de textiles y coloristas

El Acido Carminico (AC) fue aislado por primera vez en forma cristalina en 1858. Su primer
estructura fue propuesta por Otto Dimroth en 1916 y modificada posteriormente por otros
investigadores. La estereoquimica a del enlace C-glucosidico es la que generalmente se considera
como especifica del (AC), aunque también se reporto la existencia del isémero B, sobre todo en el
(AC) de origen sintético [2%7,
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Su estructura es una Carboxi-polifenol-Antraquinona-a-glucosidica cuya particularidad es la
existencia de un enlace ¢ entre el nlcleo antraquinona y el carbono anémero de la glucosa en su

orientacién o. Esto le confiere una resistencia particular contra las hidrélisis acidas, mientras que
sus funciones fendlicas le permiten formar complejos con una gran variedad de cationes
metalicos. Esta estabilidad del complejo desplaza su maximo de absorcidon en el espectro visible,
hacia longitudes de onda mas elevadas, incrementando la intensidad del color 24,

Sus propiedades de solubilidad son muy facilmente comprensibles debido a su multifuncionalidad
protico-polar en la unidad antraquinona (1 acido, 4 fenoles y 2 cetonas) y la presencia de la
glucosa como substituyente, con sus varios grupos polares OH. Todos estos grupos son capaces
de formar puentes de hidrégeno con el agua o con otros solventes organicos polares.

El acido carminico disuelto en agua sufre degradacion fotoquimica como resultado de la absorcion
de la luz, en modelos experimentales se encontré que la oxidacién degradativa del AC es
fuertemente dependiente del valor de pH, de la presion parcial de oxigeno y de la exposicién a la
luz. La decoloracion del carmin se incrementa a medida que el valor de pH aumenta debido a la
fotolabilidad de las formas deprotonadas 22231,

La degradacién oxidativa de colorantes como el AC, es de especial interés, ya que su oxidacién
esta asociada con la oxidacion de los lipidos en alimentos; bajo ciertas circunstancias son capaces
de iniciar la rancidez de los lipidos. Ademas, la posibilidad de que los colorantes de alimentos
actlen como fotosensibilizadores en la oxidacion de los lipidos deberd ser considerada y probada
en estos productos antes de su uso 23]

También se ha reportado que el AC podria tener una actividad anticancerigena, ya que por su
estructura molecular podria ser un pariente distante de los antibidticos carminomicina y
carminomicinonal?%’,

I1.5.2. Extracto de Cochinilla

Es la solucion concentrada, obtenida después de eliminar el alcohol de un extracto acuo-etandlico
de cochinilla, obtenido a partir de los cuerpos secos de las hembras del insecto Dactylopius
coccus Costa . Este extracto contiene aproximadamente de 2 a 4 % de Acido Carminico

El extracto de cochinilla debe cumplir las siguientes especificaciones: [%2526]

Arsénico (As): <1 ppm

Plomo (Pb): <10 ppm

pH (a 25° C) 5.0a 5.5

Proteina (N x 6.25): <2.2 %

Sélidos totales: 5.7 -6.3%

Alcohol metilico: < 150 ppm

Acido carminico: > 1.8 %

Salmonella : negativo

El extracto debe ser conservado en frio o adicionado de un conservador; es frecuente el uso de
benzoato de sodio, para evitar el desarrollo de microorganismos.
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Las soluciones acuosas del extracto de grana, dan las siguientes reacciones [24;

Acidos: Color anaranjado

Alcalis: Color violeta

Agua de Cal: Precipitado color violeta

Alumbre: Precipitados rojos, que se forman lentamente.
Cloruro de Aluminio: Precipitado violeta rojizo.

Cloruro de Estafno(II): Precipitado violeta.
Cloruro de Estano (IV): Color escarlata brillante.

Sulfato Ferroso: Precipitado violeta grisaceo.
Sulfato de Cobre: Precipitado violeta.
Acetato de Plomo: Precipitado violeta.

Sulfato de Zinc: Precipitado violeta.

Acido Oxalico: Precipitado rojo.

I1.5.3. Laca de Carmin: [CAS Reg. No. 1390-65-4]

Es la sal Aluminica o Calcio-Aluminica obtenida a partir de una extraccién acuosa de cochinilla,
donde el principio colorante es principalmente el acido carminico. La laca de carmin contiene un
50% o mas de Acido Carminico [2%7,

Quimicamente , el Carmin es en realidad la materia colorante que se obtiene a partir del extracto
acuoso de la cochinilla, después de haber separado las proteinas, grasas y otros constituyentes
del insecto que son arrastrados durante el proceso de extraccién. Sin embargo, en EUA el término
carmin se refiere a la Laca de Carmin 2%/, que es la sal de Aluminio o Calcio-Aluminica del Acido
Carminico (Fig. I1.6).

La laca de carmin debe cumplir las siguientes especificaciones: [11-2526]

Arsénico (As): < 1 ppm (mg/kg)

Plomo (Pb): < 10 ppm (mg/kg).

Materia volatil: < 20 % (a 135° C por 3 horas).
Cenizas: < 12 %

Acido carminico: > 50 %

Salmonella: prueba negativa

La laca de carmin es soluble en soluciones alcalinas, poco soluble en agua caliente y
practicamente insoluble en agua fria y acidos diluidos {29/, Antes de su uso en alimentos debe ser
pasteurizada y quedar libre de Salmonella.

Los complejos del Acido Carminico con ciertos cationes metalicos, producen tonos rojos muy
brillantes, estables y exclusivos. Este tipo de derivados son usados principalmente en la industria
textil.

Los procesos de elaboracién de la laca carmin estan generalmente patentados o, por lo menos,
son mantenidos en secreto por las empresas manufactureras.



Fig. I1.6 Estructura Quimica de Laca Carmin
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I1.5.4. Estabilidad del Colorante

Tal cual fue reportado por muchos autores 2”281 aunque no se conocen exactamente los
mecanismos de reaccion, se ha constatado experimentalmente que el Carmin y el mismo Acido
Carminico son inestables en medio basico y que su velocidad de descomposicién aumenta cuando
el pH aumenta. Se pudo evidenciar que el Acido Carminico sufre una degradacion fotoquimica en
medio acuoso como resultado de la absorcién de la luz [2%223]; encontrandose que esta labilidad
fotoquimica es fuertemente dependiente del pH y de la presién parcial de Oxigeno.

Al igual que en el caso del Acido Kermésico (Fig. I1.7).

o o OH
IO IO
HO OH
I o OH
1
3
2
o o) 0O OH
O S gf. OO
OH
HO HO Br HO OH
II o IV o0 OH
Ho OH
IIT o OH
/ I : Acido Kermésico \
IT:Ac. 5'Hidf‘°Xi'3"Me1'il'1,2,4' 1: KMnO4
bencenotricarboxilico
) 2: Br, / AcOH
III: Bromococcina
3: Zn / AcOH
IV: 1,3,4,6-tetrahidroxi-8-

k Metil-antraquinona /

Fig. I1.7 Reacciones probables de Degradacién del Acido Kermésico?”’
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El examen de los productos de degradacion propuestos /277 nos permiten explicar en cierta medida
la destruccion del croméforo, lo que justificaria la pérdida del color (Fig. I1.8). Estos fendmenos

gue también fueron observados en otros derivados antraquindnicos pueden ser resumidos como
sigue:

b- bi 0 0o OH
Arabinosa } C,H,,0
<_. 6115
D-6Glucosa HO ©
OH

ket |

IT

ﬁ: Acido carminico : H,0, \

II: Ac.8-Metil-2,6-dihidroxinafto 2: KMnO, / H,50, / 0 °C
quinon-1,4-dicarboxilico-3,7 3: Fusién con KOH
III: Carminazarina 4: NaOH, aire
IV: Ac.2-Oxalil-3-metil-5-hidroxi- 5: NaOH, aire

dicarboxilico-1,4 ké: o, /
V: Coccinina (incolora)
w Coccinona (roja) /
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C,H,O0(OAc),
I
OAc

1: Zn / AcOH
I : Acido carminico 2: Aire
III: Ac. DesoxiCarminico 3: [0]

V: Ac. Octacetilcarminico 4: Ac,0/H,SO

(Reaccién de Thej

Fig. II.8 Reacciones probables del Acido Carminico [?”/
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II.6 PREPARACION DE LACAS
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Independientemente de los adelantos tecnoldgicos, la preparacién de lacas continta realizandose
con apego a los fundamentos basicos tradicionales, es decir segun el esquema siguiente

(Esquema II1.2):

| RECOLECC16N|

| SACRIFICIO '

CLASIFICACION

| DESGRASADO'

| MOLIENDA '

| EXTRACCION l

| FILTRACION l
& &

l FORMULACION ' lCALENTAMIENTO'
l CONTROL DE pH '

SAL ALUMINICA

SAL CALCIO ALUMINICA

FILTRACION

ENVASADO

Esquema II.2 Proceso General de Preparacién de Laca Carmin
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De una manera general podemos decir que el proceso consiste en poner a hervir el extracto de
grana en una solucién de Alumbre de Potasio. Después de unos 15 minutos de ebullicién se afade
una suspensiéon acuosa de Calcita y se mantiene la ebullicion por media hora mas. La presencia de
los cationes Calcio y Aluminio permitiran la formaciéon y el crecimiento de los quelatos Calcio-
Aluminicos hasta lograr su precipitacidn. Se deja enfriar lentamente, permitiendo la sedimentacion
del precipitado formado. Después de filtrar, se procede al secado y posteriormente a la molienda
de la laca, para su posterior comercializacion.

El control de pH, temperatura, agitacion e insumos fueron optimizados sistematicamente, dando
lugar a una serie de patentes celosamente protegidas.

I1.6.1. Otros Complejos Metalicos

El Acido Carminico puede también formar complejos con otro tipo de cationes, dando lugar a la
formacion de complejos con diferentes coloraciones y propiedades (Tabla I1.3):

Tabla I1.3. Propiedades de Lacas Precipitadas con Diferentes Cationes Metalicos [252°]

ESTABILIDAD
ACIDO BASICO

Carmesi Estable Inestable

COLORACION

Purpura Estable Inestable

Rojo Parduzco Estable Inestable
Azul Estable Estable
N.R. n.d.

Escarlata n.d.

Violeta Opaco n.d.

Purpura n.d.

Purpura n.d.

Rosa n.d.

Escarlata n.d.

Escarlata n.d.
Verde n.d.

Carmesi n.d.

Nota: n.d. = no determinado
N.R. = no presenta reaccién

Estudios espectroscopicos de estos compuestos drgano-metalicos establecieron que los complejos
del Acido Carminico con Cu®* y Pb?* eran estables en agua y en soluciones acidas; sin embargo,
en soluciones alcalinas la coloracién iba desapareciendo progresivamente. Por su parte los
derivados de Th*" dan una coloracién azul que permanece estable en presencia de &lcalis, lo que
permite pensar que el Torio forma una verdadera sal con el acido carminico y no un complejo
coordinado como los dos primeros cationes. Finalmente concluyen que aparentemente el Zr** no
reacciona en estas condiciones {28/,
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I1.6.2. Colores Encapsulados

La micro-encapsulacion es una técnica que ha tenido un rapido desarrollo y aceptacion en las
industrias farmacéuticas y alimentarias. La funcién principal de este proceso es el de incrementar
la vida de anaquel de aquellos productos susceptibles a la degradacién ambiental. Como bien
sabemos, los colorantes naturales son compuestos que cuando se los aisla de su matriz natural se
vuelven vulnerables a la degradacién ambiental, es decir que en muchos casos se vuelven
sensibles a la humedad, al oxigeno y a la luz. Por estas razones, la micro-encapsulacién, con el
uso de proteinas y carbohidratos grado alimenticio como matrices, se presenta como una técnica
de grandes perspectivas para el uso y la aplicacidon de colorantes, particularmente en alimentos;
asegurando su dispersion y protegiendo a las particulas de color contra la degradacién quimica.
Esta tecnologia ha sido aplicada con muy buenos resultados a la mayor parte de los colorantes
utilizados en alimentos como son el carmin, la bixina, norbixina, antocianinas y otros.
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II.7. PROPIEDADES Y CUANTIFICACION DEL COLOR

I1.7.1. Fundamentos Basicos

La emisién y transmision de la energia a través del espacio es un proceso dual ondulatorio-
corpuscular, esto permite explicar el comportamiento de los haces de electrones y otras particulas
elementales discretas que son portadoras de paquetes ondulatorios de energia, que esta asociada
a su frecuencia y que al interactuar con la materia generan una gran variedad de fendmenos que
estan asociados a la absorcion y emisién de esta energia radiante.

Cuando una fuente de energia de estas caracteristicas interacciona con una especie quimica, sus
moléculas absorberan parte de esa energia incidente incrementando fuertemente su energia
interna y produciendo una serie de fendmenos que pueden ir desde un simple incremento en su
energia cinética hasta fenédmenos de disociaciones electrénicas con ruptura de enlaces; pasando
por todas las posibilidades de excitaciones electronicas a estados de alta energia.

Evidentemente, una molécula no podra permanecer por mucho tiempo en un estado electrénico
excitado por lo que liberara inmediatamente su energia en exceso, pero siempre por medio de
procesos bien definidos y exclusivos.

A partir del momento que la interaccion de esta energia radiante se manifiesta a nivel molecular,
estos fenomenos de absorcién y emisién de energia seran propios y exclusivos a una especie
guimica, propiedad utilizada por la ciencia para la caracterizacion y/o identificacion de las especies
quimicas, gracias al estudio de los fendmenos generados como consecuencia de esta su
interaccién con la energia radiante.
Con estos antecedente podemos ahora recordar que entre estos fenomenos de absorcidon-emision,
las propiedades oépticas de los colorantes también estdn determinadas por transiciones
electrénicas entre los diferentes estados electrénicos de energias cuantificadas y diferentes, que
pueden ocupar sus orbitales moleculares, es decir que son Unicos para cada especie quimica.
Esta propiedad dptica se define con los términos/3%7;

Color

Estd determinado por las diferencias de energia entre los orbitales moleculares.
Intensidad

Llamada también fuerza o saturacion del color, esta determinada por la probabilidad
de las transiciones electrdnicas.

Brillantez

Llamada también pureza del color, depende principalmente de la amplitud del
intervalo de longitudes de onda (amplitud o ancho de banda) absorbido.
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Durante una transicion electronica por absorbancia, una molécula puede ser promovida desde
cualquier subnivel (estados rotacionales-vibracionales) de un estado fundamental S, hacia
cualquier otro subnivel (estados rotacionales-vibracionales) de un estado electrénico excitado S;
El resultado de este proceso son bandas anchas de absorcidon, que dependen de la energia
incidente y que pueden ser registradas en un espectro. Estos espectros pueden describirse
convenientemente en funcién de la posicion del maximo de banda (Amax.) Y de la intensidad de tal
absorcién que se expresa generalmente por su coeficiente de extincidon molar, ¢ (o log ¢),

deducido de la ley de Lambert-Beer [31-321;

: Iogl—°

ceb

Donde:

Es la intensidad de la luz incidente

La intensidad de la luz transmitida

Es la absorbancia

Es la concentracion molar

Es el camino recorrido por el rayo a través de la solucion expresado en cm.

TOopHM

Sabemos que la magnitud de € de una absorcién es directamente proporcional a la probabilidad de

la transicion electrénica:

e >oeP | Ec.11.2

Donde:

[0 Es la Seccidn Transversal de captura
P La Probabilidad de transicion electronica absorbente

Es asi que para las transiciones permitidas, generalmente tenemos:

Bandas fuertes:
10*< €< 10° con 0.1<P<1.0

Bandas medias:
10°< €< 10* con 0.01<P<0.1

Bandas bajas o prohibidas:
€<10° con P <0.01

La energia, probabilidad vy distribucién de las transiciones electrénicas
fundamentalmente de la estructura quimica de las moléculas.[3?%7

dependen
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I1.7.2. Transiciones Electronicas

Si una molécula absorbe radiacion correspondiente a la diferencia energética entre orbitales
enlazantes y antienlazantes, uno de los electrones pasara de un estado electronico de baja
energia (Sp), a un estado electréonico de mayor energia (S;), entonces estamos en presencia de
una "“transicion Electronica”. Dependiendo de los orbitales involucrados en las transiciones
tendremos los siguientes casos (Fig. I1.9) [3%32]

n— m*
Es la mas favorable de las transiciones, se presenta en aquellas moléculas cuyo HOMO esta

ocupado por el par de electrones no enlazantes de un heteroatomo (N, O, S, etc...) que
seran promovidos al LUMO que es un orbital « *.

T —> T*

Es cuando el HOMO de la molécula esta ocupado por electrones © que serdn promovidos al
LUMO & * correspondiente. Esta transicion es menos favorable que la anterior por que la
energia requerida es mayor.

c—> T*

Esta transicidon es menos favorable que las anteriores ya que la transicién electrénica se
efectlia entre el HOMO que es un orbital o y el LUMO que es un = *.

C—> O%

Finalmente tenemos la transicion menos probable entre todas las posibles. Es aquella en la
que el HOMO es un o y cuyos electrones son promovidos a un LUMO que es un ¢ ~.Como
los enlaces sigma son generalmente muy fuertes, la separacion entre los orbitales ¢ y ¢ *
es también muy grande y la energia necesaria para esta transicion sera muy elevada.

HOMO
Orbital molecular ocupado mas alto energia (Highest Occupied Molecular Orbital)
LUMO

Orbital molecular vacio mas bajo en energia (Lowest Unoccupied Molecular Orbital)
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A
E
* * *
L A0 = =0
<
* *x
z A% T Ak =T  LUMO
_________________________________ NO ENLAZANTE —____}___. }+--MN --nL+ T} o _____
w -t --TT e N -7 HOMO
<
z
—b-t-c @ B N -0 N
Etano Eteno Carbonilo
cC c=C c-0

Probabilidad Carbonilo

Muy poco favorable

Poco favorable

Favorable

Muy favorable

Fig. I1.9 Transiciones Electrénicas

Como la mayor parte de las moléculas que constituyen los colorantes tienen siempre estructuras
heteroatdmicas y multifuncionales, sus espectros de absorcién presentaran practicamente todas
estas transiciones, las unas con mayor intensidad que las otras y dependiendo de su estructura,
razon por la que cada espectro sera siempre caracteristico de cada compuesto, dependiendo de la
precision con la que se observe el fendmeno.
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I1.7.3. Estructura y Absorcion

El conjunto de enlaces conjugados de una molécula que absorbe radiacion visible o ultravioleta se
conoce como croméforo. Cada cromodforo absorbe radiacion a una longitud de onda e intensidad
caracteristica y bien definida. Cuando una serie de compuestos poseen el mismo cromoéforo, todos
ellos absorben aproximadamente a la misma longitud de onda, salvo si existen peculiaridades
estructurales capaces de modificar este comportamiento general como ser heterodatomos, grupos
insaturados conjugados u otro tipo de substituyentes ligados a este segmento de la molécula.

Por ejemplo, los colorantes naturales conocidos mas antiguos pertenecen al grupo de las
Antraquinonas. Son compuestos cuyo cromoéforo principal es un par de enonas conjugadas con
enlaces m . Aunque la estructura de base (Fig. I1.10) que tiene un Amax= 327 nm en CH,Cl, , el

cual se extiende en el visible produciendo un color amarillo, en realidad no es un verdadero
colorante, como los otros de la seriel3%7,

Fig. I1.10 Estructura de base: Antraquinonal®”’
Nota:

Los atomos 1, 4, 5 y 8 son llamadas posiciones O

Los atomos 2, 3, 7 y 6 son llamadas posiciones B

La introduccion de substituyentes donantes de electrones sobre la estructura de base genera
desplazamientos batocrémicos (desplazamiento hacia longitudes de onda mas grandes) del
maximo de banda (Tabla I1.4). Dependiendo de las caracteristicas del substituyente y de la o las
posiciones en las que se encuentren, los efectos seran mas o menos incidentes. Es asi que
podemos ver que cuanto mayor es el efecto donante de electrones, mayor sera su efecto
batocrémico. Por otra parte, dependiendo de la Posicién y del niumero de substituyentes, estos
efectos son también aditivos.

Tabla I1.4 Efecto Batocrémico de diferentes Substituyentes[3o]
en la antraquinona de base

Sustituyente
Hidrogeno
1- Hidroxi
1- Amino
1- Metilamino
1- hidoxi- 4 amino
1, 4- diamino
1,5- diamino
1, 4,5, 8 - tetraamino
1, 4- dianilino




I1.7.4. CUANTIFICACION DE ACIDO CARMINICO

La revision bibliografica nos muestra una diversidad de métodos analiticos normalizados para la
cuantificacion de la materia colorante, expresado en porcentaje (%) de acido carminico, en

diferentes productos como materia prima, productos intermedios y productos acabados.

La determinacién de acido carminico en la materia prima (grana), es de gran importancia, es la
base de su comercializacién y por lo tanto para el productor-cultivador de grana deben ser

muy claros los factores que intervienen en su determinacion.

La descripcion de estos diferentes métodos y/o aplicaciones inducen rapidamente a una confusion
en el uso de férmulas por parte del analista, ademas de mecanizar el procedimiento y no
reflexionar en los aspectos basicos que influyen en esta determinacién como son; el pH y el

solvente. Es asi que tenemos:

Food Chemical Codex (FCC), 1981291,

“Pesar exactamente 30 mg de la muestra, disolver en 30 ml de HCl 2 N en ebullicién y enfriar. Transferir
cuantitativamente o un matraz volumétrico de 1lt, aforar con agua y mezclar. Determinar la absorbancia de la
solucién en una celda de 1 cm y hacer la lectura en su longitud de onda maxima, alrededor de 494 nm, con
un espectrofotometro, usando HClI 0.06N como blanco. Si al hacer la lectura la absorbancia no esta en el
intervalo de 0.20 a 0.25, preparar otra solucidén y ajustar el peso. Calcular el % de acido carminico con la
siguiente formula”:

Nota:

a N
[o/ ] 15 X A X 100
° =
0.262xw | &3
Donde:
A es la absorbancia de la muestra en solucidon

0.262 es la absorbancia de una solucién de acido
carminico con una concentracion de 15 mg/1000 mi
w es el peso de la muestra en mg.

No se especifica el tiempo de calentamiento y/o si la solucion debe ser filtrada.
Ademas el intervalo absorbancia de 0.20-0.25 es muy estrecho.

Por otra parte, el FCC menciona otro procedimiento analitico como “*método de identificacion”:

Mezclar 333 mg de carmin con:

44 ml de agua.
0.15 ml de una solucién (1 en 10) de NaOH
0.2 ml de NH4OH

Calentar para disolver, transferir a un matraz volumétrico de 500 ml y aforar con agua. Tomar 10
ml. con pipeta volumétrica, de la solucién y poner en un matraz volumétrico de 250 ml, diluir al
volumen con agua y mezclar.

Cuando el andlisis es hecho con espectrofotometro adecuado, usando una celda de cuarzo de 1 cm.
de recorrido y agua como blanco, la solucién resultante da una absorcion maxima a 520nm y 550

nm, pero la absorbancia a 520 nm no debe ser menor de 0.30 .
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Food Chemical Codex (FCC), 199633,

En la ediciéon de esta norma, se propone exactamente el mismo método que en la norma anterior, cuando se
trata de muestras normales en general; pero ademas viene descrito el método de analisis para el carmin, de
la siguiente manera:

Carmin(*):

“Pesar 81 mg de carmin en polvo y disolver en 30 ml de HCI 2N, calentar hasta ebullicién durante 30 seg. y
enfriar. Pasar a un matraz volumétrico de 1000 ml y aforar con agua destilada. Usando una celda de 1 cm.,
determinar la absorbancia de la solucidén a una longitud de onda maxima alrededor de 494 nm, con un blanco
de HCI 2N (1: 3). Calcular el % de acido carminico con la siguiente formula”:

° OIXAXIOO
o AC| = . IIL
ho Al 13.9xw, | =M

Donde:
A Es la absorbancia de la muestra
Wn, Es el peso de la muestra en mg
100 Factor de conversidn a %

(*) Considera al carmin como una laca aluminica o calcio-aluminica sobre un sustrato de hidrdxido de aluminio.

Handbook of U.S. colorants for food, drugs and cosmetic. Marmion, 1983[2%],

Extracto de Cochinilla

Transferir 1 g de muestra a un matraz volumétrico de 500 ml con 30 ml de HCl 2N en ebullicion. Enfriar y
aforar a 500 ml con agua desionizada. Filtrar, una porcién de la solucién con papel filtro (*) Whatman # 1.
Determinar la absorbancia de la solucion, corregida con el blanco, a una longitud de onda maxima alrededor
de 494 nm.

% de col orant puro= A x 100 = A = 100 Ec. I1.5
axbxc 13.9x1x2

Carmin (Acido Carminico)

Disolver 0.1 g de muestra en 30 ml de HCI 2N en ebullicién. Enfriar y diluir a un litro con agua. Usando una
celda de 1 cm Determinar la absorbancia de la solucidn, corregida con el blanco, a una longitud de onda
maxima alrededor de 494 nm.

Ax100 A x100

axbxe 13.9x1x0.1| ™

% colorante puro =

Donde:
A Es la absorbancia
a Es la absortividad en L/g cm
b Es la longitud de la celda en cm
[ Es la concentraciéon en g/L
% colorante puro Expresado como acido carminico

(*) Si es necesario filtrar, asegurar que el papel filtro esté saturado de colorante antes de pasar la solucion de
medida.
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Como acabamos de ver, dependiendo del tipo de muestras, se aplica uno u otro procedimiento de
calculo, induciendo a posibles errores de interpretacidon; sin embargo, aunque todos estos
procesos analiticos siguen las mismas operaciones quimicas, no todos ellos conservan los mismos
valores de concentracién; ni todos se encuentran dentro de los limites de linearidad de la ley de
Lambert- Beer.

Independientemente de la precisidon de calculo durante el procesamiento de los resultados de
medicién, la determinacion de acido carminico en alimentos implica otro tipo de problemas como
son la extraccion y separacion cuantitativa del colorante a partir de una matriz determinada. Por
esta razén es que se deben seguir procedimientos normalizados, para cada tipo de alimento.

El andlisis de Acido Carminico y otros colorantes como la o y B bixina y o y B norbixina fue
también realizado por HPLC 34], en diferentes tipos de muestras, usando una fase mdvil
isocratica [metanol-AcOH (6% en agua) 40:60, v/v]. En este tipo de analisis (bebidas de
frutas, dulces y yogurt), el limite de deteccién de AC es de aproximadamente 100 ng/g (0.1
mg/Kg).

Para remover las impurezas de soluciones acuosas de cochinilla o de extractos a partir de
alimentos que contienen este colorante, proponen el uso de filtros de membrana de celulosa que
no absorban el AC, por ejemplo (Sartorius minisart RC15, cubierta de polipropileno, membrana de
celulosa regenerada, hidrofilica, medida de poro 0.45 pym). Ya que algunos filtros comerciales de
membrana no son adecuados para las soluciones de carmin; ya que absorben el colorante.

Durante la determinacion de AC en yogurt 35/, el mayor problema analitico consiste en la
liberacion del colorante desde la matriz del alimento. Esto se debe a la gran afinidad de los
colorantes por las proteinas. En tales casos se utiliza papaina para hacer la digestion enzimatica
de las proteinas, seguido de una purificacion en columna de poliamida. El analisis se realiza por
cromatografia de liquidos con un detector de arreglo de diodos.
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I1.8 APLICACIONES

Por ser productos de extraccion general no son productos puros sino que se obtienen mezclados
con otros componentes del material de partida que pueden ser grasas, carbohidratos o proteinas;
sin embargo a través de procesos de refinacion se llega al aislamiento del producto puro y en
algunos casos se estabilizan, emulsifican o se mantienen en dispersion liquida.

Las aplicaciones mas comunes de la laca del carmin son la coloracion de alimentos, productos
farmacéuticos y cosméticos. Este colorante es mas resistente a la temperatura, que sus andlogos
sintéticos; es también menos susceptible al ataque de agentes oxidantes o reductores. Estas
caracteristicas lo hacen especialmente adecuado para su uso en alimentos y cosméticos. La laca
del carmin es el Unico pigmento organico natural que es permitido en las preparaciones de
magquillaje para ojos. [2%1

Las presentaciones mas comunes que se ofertan en el mercado son 367 ;

Tabla I1.5 Colorantes Naturales Interaliment

Producto | Presentacion Nivel de Color Estabilidad
uso al pH

0.001- Rojo palido -

Carmin Polvo 2.5-12.5

0.005 % Rojo intenso

Liquido 0.05 - 2 o |Rosa palido -
Rojo intenso

Solucion

p 2.5-12.5
carmin

Tabla I1.6 Colorantes Alimenticios Naturales Chr. Hansen

.Y % Producto activo o
Presentacion o Color
aplicacion
Lacteos, bebidas, rellenos,
escarchados, jarabes, Rojo

confiteria y productos escarlata
carnicos
Bebidas a base de leche,
Carmin Liquido rellenos, escarchados y
confites
Cereales, prod. Extruidos,
Carnicos, salsas, natillas,
sopas, confiteria.

Rojo
escarlata

Micro-
encapsulado

Rojo
escarlata

Carmin




Tabla I1.7 Colorantes Naturales Warner Jenkinson
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Estabilidad L Dosis
Producto | Forma | % AC| Tono Aplicaciones comunes ”
apH |a Temp.| a la luz ©
Laca Rosa 0.05-1
, Polvo 52 3.5 - 8 | Excelente | Excelente Cosmeéticos, lacteos. farmacéu
Carmin magenta _ticos
Extracto de Rosa 3.5 _ Yogurt, bebidas, dulces,
carmin Liquido | 3 -3.5 ) Excelente | Excelente | helados, concentrados de frutas, | 0.05- 0.2
. magenta 14
hidrosoluble mermeladas
Extracto de Rosa Jamones, chorizos
carmin Polvo |20 -50 4.0 - 14| Excelente | Excelente Y ! 0.001-0.2
. magenta salchichas, lacteos
hidrosoluble

También se ha reportado un amplio uso del carmin gracias a su estabilidad oxidativa, por ejemplo,
como colorante en el procesamiento de carne de puercof??/,

Debido a la inestabilidad térmica del AC, no se recomienda su uso en la fabricacion de dulces, ya

que durante estos procesos se pueden alcanzar temperaturas por encima de los 100 © C.
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IIL. JUSTIFICACION

III.1 JUSTIFICACION TECNICA

Ante los riesgos probados que presentan los colorantes sintéticos, promover el uso de colorantes
naturales inocuos, sobre todo cuando estos son empleados como aditivos alimenticios, hace
necesario un estudio técnico-cientifico que permita una explotacion mas amplia para su aplicacion
en el campo industrial.

III.2 JUSTIFICACION DE MERCADO

La evaluacion rapida de un estudio de mercado, proporcionado por el Consejo Mexicano del Nopal
y Tuna A.C. nos permite observar primeramente la Demanda Mundial de la Grana seca y del
Acido Carminico; las importaciones de la Uniéon Europea (UE), la oferta mundial sostenida
principalmente por solo tres paises, el comportamiento histérico de los precios a nivel global y la
posicion de México en este mercado de produccidon y consumo.

EUROPA AsIA N y C AMERICA

68% Grana seca 16 % Grana seca 2 % Grana seca

45% Ac. Carminico 7% Ac Carminico 32% Ac Carminico
DEMANDA

La principal regiéon demandante es la UE con el 68 % de la Grana seca y el 45 % del Acido
Carminico. El analisis de las importaciones en esta misma region (periodo 1994 a 1998) nos
permite ver que la demanda de Lacas aumenté de 521 a 985 TM y de AC de 198 a 207 TM.

(Fig. II1.1)

T 1000
o
N 800
E
L 600
A
D 400
A
S 200
1994 1995 1996 1997 1998
[l Lacas 521 562 668 974 985
IAc. Carminico 198 151 219 164 207

Fig. III.1 Importacién de Acido Carminico y Laca por la CEE
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Como podemos ver en las regulaciones de la FDA y de la UE, los colorantes permitidos en la
industria alimentaria son:

Naturales

Rojo Remolacha (E-162)
Antocianinas (E-163)

Acido Carminico (E-120)
Capsantina, capsorrubina (E-160 C)
Licopeno (E-160 D)

Sintéticos
Eritrosina (E-127)
Rojo cochinilla A o Rojo Ponceau 4R (E-124)

Amaranto (E-123)
Azorrubina o Carmocina (E-122)

De la misma manera el uso de los colorantes Azo esta cada vez mas restringido en la industria
textil y otras aplicaciones.

Es en base a todos estos antecedentes que se podria encontrar una explicacion de este
crecimiento de las importaciones de colorantes en la UE.

OFERTA

Como podemos ver en el mismo estudio, la Oferta Mundial de Grana seca en 1998 fue de 850
Toneladas [ t ], siendo el Perl el principal pais productor (Tabla III.1)

Tabla III.1 Producciéon Mundial de Grana Seca: afio 1998

Pais Cantidad [ t] [%]
Peru 620.5 73
Chile 144.5 17
Islas Canarias 42.5 5
Otros 42.5 5
TOTAL 850.0 100
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El analisis de sus exportaciones en 1997 nos muestra que del total de sus exportaciones (441.66
1), el 81,13 % (358.3 t) es comercializado como grana seca, sin ningun procesamiento y el 13.99

% (61.8 t) como Laca de Carmin; el restante, 4.88 % (21.56 t) son otros productos mas
elaborados, mostrando asi una tendencia a su diversificacion comercial (Fig. II1.2).

Exportaciones de Grana Peruana y derivados (1997)

340.9

400

300

T
o 200
n

ANEANEAN

100 5.95 15.61

0.

B Grana seca 1a. O Grana seca 2a. l Laca carmin

Bl Ac. Carminico [ Soluciones

Fig. II1.2 Exportaciones de Perl en 1997, de Grana y Derivados.

IMPORTACIONES MEXICANAS

Si analizamos las posiciéon de México en este mercado, vemos que las importaciones de colorantes
de origen natural han ido en descenso; mientras que la importacién de Lacas muestra una ligera
tendencia al aumento (Fig. II1.3).

35+

1997 1998 1999 2000 ene-jun

H Clorantes de origen vegetal o animal (frac. Aranc. 32.03.00.01)
H Lacas de aluminio (32.05.00.02)

Fig. II1.3 Importaciones Mexicanas de colorantes de origen natural
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En cuanto al origen de las importaciones Mexicanas, vemos que aproximadamente el 90 % de las
Lacas provienen de EUA y el 90 % de colorantes naturales (con o sin tratamiento), provienen del

Perd. (Fig. II1.4).

Lacas

Colorantes

/

0% 20% 40% 60% 80% 100%

B EUA OPeru OOtros

Fig. III.4 Importaciones Mexicanas por Pais de Origen, 1999

COMPORTAMIENTO MUNDIAL DE LOS PRECIOS

Por ultimo, el analisis de la variacion histérica de los precios que ha tenido la grana seca entre
1988 y el 2000 (Fig. II1.5), muestra su gran fragilidad econémica, debido principalmente a dos

factores:

Los efectos climaticos sobre la produccién
La especulacion del mercado

Es importante recordar que en 1988, un bufete de abogados emitid un reporte diciendo que el
acido carminico tenia efectos alergénicos, lo que provoco la caida del precio.

®
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Fig. III. 5 Comportamiento de los precios de la grana seca.
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Con esta variacion e inseguridad en los precios podemos decir que la produccién de grana seca
Unicamente es una inversion de alto riesgo, mientras que su transformacion a derivados
industriales con mayor valor agregado representa una alternativa comercial méas segura y factible.

Con todos estos antecedentes podemos ver que la posibilidad de implementar la produccion de
colorantes naturales en el pais deberia hacer frente a diferentes tipos de dificultades:

A nivel internacional:

Fuerte competencia con los colorantes sintéticos
Incrementar la demanda de colorantes naturales
Variabilidad de los precios de la grana seca
Necesidad de obtener productos transformados

A nivel nacional:

Establecer condiciones éptimas para el desarrollo del insecto

Incrementar el mercado de consumo

Desarrollar la tecnologia para la produccion factible de estos colorantes
Minimizar los costos de produccion en escalas industriales

Investigar sistematicamente la obtencion de derivados con mayor valor agregado

Por lo tanto, se puede afirmar que la investigacién técnico-cientifica sobre el carmin y otros
colorantes naturales requiere una atencion prioritaria.
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IV. OBJETIVQOS

IV.1. OBJETIVO GENERAL

Consolidar los conocimientos cientificos y técnicos del principio colorante, acido carminico,
obtenido del Dactylopius coccus Costa.

IV. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Estudiar en el proceso de extraccion del carmin, el efecto de la temperatura y del tipo de
solvente.

Estudiar el proceso de elaboracién de laca carmin.

Evaluar diferentes insumos que permitan la separacion del material colorante sin la
necesidad de la formacion de laca.

» Evaluar y optimizar las condiciones de extraccién para la obtencién de laca que relna las
condiciones de una laca comercial. )

Estudiar los factores que inciden en la determinacion espectroscépica del Acido Carminico.
Estudiar la separacion cromatografica del carmin.

Realizar los espectros de RMN, IR, UV-VIS del Acido Carminico de referencia.

X3

8

X3

o

*

R/
0.0

7
0‘0

K/
0.0



V. MATERIALES Y METODOS
V.1. MATERIALES

V.1.1. Materia Prima
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Para poder seleccionar la grana de trabajo, se analizaron una serie de muestras de grana seca,
considerando el contenido de AC como principal parametro de seleccién (Tabla V.1). Las
muestras de diferente origen fueron proporcionadas por el Ing. Ignacio del Rio y Duenas, Director

de la Fundacién Tlapanocheztli.

Tabla V.1 % Acido Carminico en Granas de diferente procedencia

Procedencia

Islas Canarias

Peru

| Oaxaca (Tlapanocheztli)

Morelos

Jalisco

Querétaro

Sobre la base de estos resultados se escogié como material de trabajo la grana procedente

de Morelos

V.1.2. Reactivos

Productos de referencia

% Acido carminico, Merck 1.00211, Pureza: 98%, p.a. para microscopia.

7

7

Soluciones Preparadas

53

%

Solvente A (H,O:EtOH)
Solucién Acido citrico
Soluciéon de NaOH
Solucién de HCI

Solucién de NH,OH
Solucién de HCI

Solucién de HCI

Solucion de HCI

Solucidén Na,CO; + EDTA

53

%

e

A

e

A

2

A

5

%

X3

%

X3

%

X3

%

% Carmin, Aldrich 19,970-2, Laca carmin, estandar.

70:30 (v/v)

Saturada (Solv. H,O , T.A.)
1.0 % (Solv. A)

pH 3 (Solv. A)

pH 12 (Solv. A)

2 N (Solv. H,0)

0.06 N (Solv. H,0)

0.06 N (Solv. A)

(ver Tabla V.4)
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Reactivos Generales

< EDTA
% Agua desionizada
% Etanol (G.I)

e

%

Carbonato de sodio (G.I)

Sulfato de Aluminio

Cloruro de Calcio

Carbonato de Calcio

Hidroxido de sodio (G.I)

Bromuro de potasio (Uvasol®;Merck 1.04907.0100)

Butanol (J.B.)

Acido Acético (J.B.)

Celite®545

Silica Gel 60 Merck 1.07733.1000 (0,2 - 0.5 mm)
Cromatoplacas para CCF, 5 x 10 Silica gel 60 F,s,, Merck 1.05719.
Cromatoplacas para CCF, 20 x 20 Silica gel 60, Merck 1.05721.
Acido Acético (J.B.)

7
°

5

%

e

%

7
°

2o

%

e

%

7
°

e

%

e

%

5

%

2o

A

7
°

V.1.3. Equipo

Equipo General de Laboratorio:

e

A

Balanza analitica: OHAUS Explorer. Cap. max. 210 g.
Potenciometro: Conductronic, mod. 10

Parrilla de calentamiento con agitacién: Thermolyne 1000, serie 1138.
Rango de Temperatura 40°- 370° C y agitacion hasta 1200 rpm.
Molino de Laboratorio

Centrifuga: Internacional IEC, mod. K 3000 rpm.

Horno: Thermolyne, serie 9000 con circulacién de aire.

Digestor y Destilador Microkjeldahl: LABCONCO.

Mufla: Ind. Sola Basica. LINDBERG

IKA-Ultra-Turrax® T25 Basic. Rango de velocidad 8000-24,000 rpm
Stereo Microscopio: NOVA ST 620.

Lamparas UV: 365y 254 nm. ColeParmer 9818-serie darkroom.
Micropipeta: Eppendorf, 100 a 1000 ul. Serie 2000

7
°

5

%

7
°

2o

%

e

%

7
°

2o

A

e

%

5

%

2o

%

5

%

Equipo Analitico:

X3

8

Espectrofotometro UV - VIS : VARIAN, modelo Cary 50.
Espectrofotoémetro de IR : PerkinElmer, mod. Spectrum One.

Rango de deteccién desde 7800 a 370 cm™?, Resolucién max. 0,5 cm™.
» Espectrometro de RMN, Jeol mod. Eclipse-270

Espectrofotémetro de Absorcién Atomica: PerkinElmer, mod. 3300

X3

*

B3

7
0.0
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V.2. METODOS DE EXTRACCION

En esta primera etapa se realizaran las extracciones so6lo a partir de grana seca; sabiendo que
este proceso puede también ser aplicado a la grana himeda.

Las pruebas de laboratorio para la validacion de los métodos propuestos, se realizaron siguiendo

los procedimientos generales descritos a continuacién; cambiando segin los casos, las
condiciones operativas en cada etapa.

V.2.1. Preparacion de la muestra

Para efectuar los andlisis y las pruebas de extraccidn se utilizaron tres tipos de grana segun las
siguientes denominaciones:

Grana limpia

Grana a la que se le eliminan impurezas y exceso de coccerina por medio de
zarandeo .

Grana desgrasada

Grana a la que se le ha eliminado la coccerina con Hexano.
Grana molida

Grana molida en un mortero y tamizada a una malla de 0.1mm

V.2.2. Analisis proximal de la grana:

Para la determinacion de los parametros proximales de composicion se utilizaron los métodos
descritos en la bibliografia, particularmente las normas Peruanas y segun siguiente detalle/?/,

V.2.2.1. Humedad

Método gravimétrico. A.O.A.C. 31.005 pag. 573 (14" Ed.)
Norma: ITINTEC N© 11.207 . Febrero 1982 (Lima-Pert)

V.2.2.2. Cenizas

Método gravimétrico, previa calcinacién a 550 °C.
Mét. A.0.A.C. 30.006 pag. 563 (14" Ed.)
Norma: ITINTEC N° 11.206 . Febrero 1982 (Lima-Perl)

V.2.2.3. Proteina

Método Volumétrico de Kjheldal.
Mét. A.0.A.C. 2.062 pag. 17 (14" Ed.)



V.2.2.4. Acido Carminico 252

Para la determinacion de AC se procedié segun el esquema siguiente

MUESTRA
| HIDROLISIS '

EBULLICION

FILTRACION

LECTURAS DE ABSORBANCIA

I % ACIDO CARMINICO l

Donde:
Peso de muestra: 0.1 g (grana seca y molida)
. 1.0 g (extractos y soluciones)
Hidrdlisis Acida: 30 ml de HCI 2N
Ebullicion: 5 min.
Filtrado: Papel filtro corriente
Afore: A 1 Lt con agua desionizada
Absorbancia: A=494 nm ; letsa = 1.0 cm
Blanco: HCI 0.06 N
Calculos: Ecuaciones II-5 y II-6 (Parrafo 11.7.4)

Esquema V.1 Determinacién de Acido Carminico en Grana
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V.2.2.5. Arsénico y Plomo

Método por Absorcién Atomica de acuerdo a NOM-117-SSA1-1994

V.2.2.6. Salmonella spp

Método por combinacién de la prueba de inmunoensayo ELISA (Enzyme-
Inmoabsorbent Assay) con cromatografia de capa fina; empleando el sistema de
prueba Reveal (AOAC tested, N° de licencia 960801).

V.2.3. Influencia del Solvente

Para determinar la influencia del solvente sobre la eficiencia de extraccion se ensayaron una serie
de solventes (Tabla V.2), segln el procedimiento siguiente.

Tabla V.2 Tipos de solventes

Solvente

Solucion acuoetandlica 70:30  al
1% de NaOH (p/v)
Solucion acuoetandlica 70:30
(acidificada con HCI)
Solucién acuoetandlica 70:30
al 20% de Na,COs- EDTA 1%

Solucién acuoetandlica 70:30
(alcalinizada con NH4,OH)

Nota:
La evaluacion cualitativa de estos extractos permitio escoger los solventes
mas adecuados para la extraccién del colorante.

Prnocedimiento:

R/
0.0

En un tubo para centrifuga se colocaron 0.1g de grana limpia y molida.

» Adicionar 20 ml de solvente

Agitar con Vortex durante tres minutos para homogeneizar la mezcla y favorecer la
extraccion.

» Centrifugar por 5 minutos (3000 r.p.m.).

» Separar el extracto del residuo con el uso de una pipeta Pasteur cuidando de no tocar el
sedimento en el fondo del tubo.

Adicionar al residuo 5 ml de solvente nuevo, agitar y centrifugar (repetir las extracciones
hasta agotamiento total del residuo).

» Juntar las extracciones para obtener el Extracto Organico Total (EOT).

B3

K/
0.0

B3

o

>

o
*

>

*,

*

La eficiencia de extraccion fue evaluada cualitativamente midiendo la absorbancia en cada una de
las etapas de extraccidon y para cada solvente.
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V.2.4. Influencia de la Temperatura

Tomando en cuenta que durante los procesos de extraccidon sdlido liquido, la temperatura es un
parametro que incide directamente en la eficiencia del proceso, después de haber establecido el
solvente mas adecuado para la extraccion, por medio de pruebas sucesivas a temperatura
ambiente; se realizaron una serie de pruebas usando un solo proceso de extraccion, variando la
temperatura del solvente y manteniendo los otros parametros constantes.

Pnocedimiento General

Pesar 1 g. de grana limpia y molida, colocar en un vaso de precipitado de 500 ml.

Agregar una solucién de 0.1 g de Na,CO3 y 0.01 g. de EDTA en 300 ml. de Solvente A.
Calentar la mezcla a la temperatura de ensayo (T.A., 40, 60, 70 y 85 °C)

Mantener a esta temperatura durante 15 minutos, bajo agitacion permanente.

Después de tomar una alicuota para analisis, el EOT fue dividido en tres porciones de 100
ml cada una. Cada una de estas porciones sera procesada de manera diferente.

K/
0.0

R/
0.0

R/
0.0

X3

8

K/
0.0

Porcion a
Esta porcion fue analizada sin ningun tipo de tratamiento posterior.

Porcion b
Esta porcion fue filtrada a través de un papel filtro normal.

Porcién ¢
Esta porcion fue filtrada bajo vacio a través de un lecho de Celite®, de flujo rapido.

X3

o

Analizar el contenido de AC en cada porcidn.
Para poder comparar los resultados con aquellos obtenidos con las muestras patron, los
analisis fueron realizados en diferentes condiciones, segun el siguiente esquema:

R/
0‘0

Acuoso Hidrolizado

Este procedimiento es el método normalmente descrito y utilizado en la bibliografia
(ver v.2.2.4)

Acuoso No-Hidrolizado

Se tomaron 0.1 g del extracto y se aforé a 100 ml con H>O desionizada, luego se
registré su espectro de Absorcion entre Ar 230 y 550 nm, para tomar sus valores
maximos y determinar la concentracién de Acido Carminico.

Acuo-Etandlico Hidrolizado

Se tomaron 0.1 g del extracto y se afiadid 3 ml de HCI 2N, se llevé a ebullicion
durante 5 min. y se aford a 100 ml. con el Solvente A. Se registrd su espectro de
Absorcion entre A: 230 y 550 nm, para tomar sus valores maximos y determinar la
concentracion de Acido Carminico.

Acuo-Etanélico No-Hidrolizado

Se tomaron 0.1 g del extracto y se aforé a 100 ml con el Solvente A. y se registrd su
espectro de Absorcion entre A: 230 y 550 nm, para tomar sus valores maximos vy
determinar la concentracion de Acido Carminico.
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V.2.5. Influencia del Tipo y Cantidad de Base

Después de haber ensayado diferentes solventes de extraccion (ver V.2.3) y las distintas
temperaturas, consideramos que es importante estudiar la influencia del tipo y cantidad de base
utilizada en la extraccién, ya que el AC al ser un polifenol con un grupo carboxilico en su
estructura la presencia de una base disociaria el compuesto facilitando su disolucion en medio
acuoso o acuo-etandlico.

Sobre la base de los resultados obtenidos anteriormente se escogieron dos bases para ser
estudiadas en un proceso global hasta la obtencién de la laca. Lo que se pretende en este punto
es poder evaluar la influencia que tiene: primeramente el tipo de base en la eficiencia de
extraccidon y luego en la preparacion de la laca (Tabla V.3).

Tabla V.3 Tipo y porcentaje de base

Para poder mantener constante la relacion de base y AC , los porcentajes de base son calculados
en relacion al peso de grana seca.

En segundo término, después de haber seleccionado la base mas adecuada, se procedidé a ver la
influencia de la cantidad de base en el solvente de extraccidn. Para poder evaluar las posibles
ventajas del uso de una mezcla de solventes, era necesario ver las incidencias que podria tener
esta modificacion sobre la preparacion directa de las lacas.

Prnocedimienta:

K/
0.0

Pesar 1 g de grana limpia y molida.

Adicionar 50 ml de Solvente A, con diferentes concentraciones de carbonato (Tabla V.4)

La extraccion del colorante y la obtencion de lacas fue realizada segun el método descrito
en el parrafo V.2.6.

Determinar el % de acido carminico en lacas y sobrenadantes. (método V.2.2.4.).

R/
0.0

R/
0.0

K/
0.0

Tabla V.4 % de Na,COs en el solvente de extraccion
(peso en relacidon al peso de grana seca)

Ensayo | Na.COs (%)
a 1
B 2
o 5
d 10
e 20
f 30
a 40
| h 50 |
I i 100 I

De acuerdo a los resultados obtenidos se decidié que cantidad de Na,COs es la mas adecuada para
la obtencidon del mejor extracto y posteriormente la mejor laca.
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V.2.6. Preparacion de Lacas

Para le preparacion de Lacas se utilizaron los extractos obtenidos Unicamente con los solventes I
y III (Tabla V.2), ya que las soluciones II y IV son menos favorables para la extraccion.

Solucién I:  acuoetandlica 70:30 al 1% de NaOH
Solucién ITII: acuoetandlica 70:30 al 20% de Na,COs (2g) y al 1% de EDTA (0.2g).

Extraccion:

®,
0.0

Pesar 10 g de grana limpia/molida y colocarla en un vaso de precipitado de 1 It.
Agregar 500 ml de Solvente

Calentar a 70 °C y mantener por 15 min., bajo agitacién.

Llevar a pH 8 con una solucién de acido citrico.

Filtrar a través de Celite® con vacio

Una vez obtenido el extracto de Carmin, se toma una alicuota para determinar su
contenido de Acido Carminico.

X3

%

7
0.0

X3

8

X3

%

7
0.0

Precipitacion de la Laca:

R/
0.0

Este extracto de carmin fue nuevamente calentado a 70° C y ajustado a pH 8.
Adicionar 1.3 g de Al (SO,)s; manteniendo la agitacion constante durante 15
minutos.

Afadir 0.9 g de CacCl, y ajustar el pH a 4 con la solucion de acido citrico.

Mantener el calentamiento y la agitacion por 50 minutos.

Enfriar y reposar durante algunas horas para favorecer la precipitacién de la laca.
Filtrar las lacas y separarlas de los sobrenadantes.

Secar la laca en estufa a 45° C

Determinar el porcentaje de acido carminico en las lacas y en los sobrenadantes
obtenidos.

®,
0.0

7
0.0

®,
0.0

X3

%

R/
0.0

X3

o

X3

%

La determinaciéon del % de acido carminico en lacas es de suma importancia ya que las
especificaciones comerciales de este producto marcan que su contenido no debe ser menor al
50%.
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V.2.7. Formulaciones de Carmin con Soportes Organicos

Con el fin de diversificar las posibilidades de comercializacion del colorante, se hicieron una serie
de pruebas para estabilizar el colorante con diferentes soportes organicos (Tabla V.5). El
objetivo seria el de obtener productos sélidos que sean totalmente solubles en medio acuoso
neutro, sin tener que pasar por Laca del Carmin.

Empleando las mismas condiciones de extraccion, se prepararon extractos que después de haber
reducido su volumen, se afiadié 1.1 equivalentes del soporte organico.

Tabla V.5 Soportes Organicos

Soporte
II Acido Citrico 1
III Citrato de Sodio 1
IV Dextrina Blanca, : Citrato 1:1
\' Dextrina Blanca : Acido Citrico 1:1

l VI Dextrina Blanca : Acido Citrico : Citrato | 1:1:1 ]

Pracedimienta:
Extraccion

% Pesar 50 g de grana seca entera

% Se realizd la extraccion (3x500 ml.) con una solucién de: Na>CO;z al 10 % y EDTA
al 3 % en Solvente A. Mediante un proceso de molienda-extraccién con Ultraturax®
durante 8 min. a 80 ©°C.

% Filtrar por malla cada una de las extracciones y lavar el residuo con 100 ml del
Solvente de extraccion a 80 °C.

< Juntar todos los extractos y filtrar bajo vacio a través de Celite®, lavando el filtro
con el solvente de extraccién

% Aforar a 1800 ml., medir el pH y dividir en tres fracciones de 600 ml cada una.

Formulacion con soportes y preparacion de Laca
Cada una de las fracciones fue procesada de la siguiente manera:
Fraccién 1

+ Calentar el extracto, nuevamente a 80 °C y ajustar su pH a 5.0 con una
solucion saturada de Acido Citrico.

< Dividir en seis porciones de 100 ml cada una.

< Evaporar el solvente, en rotavapor a 40 °C, hasta reducir a un cuarto de su
volumen inicial.

<+ Anadir el soporte organico (Tabla V.5) y agitar en caliente 5 minutos
adicionales.

<+ Evaporar el solvente a 35 °C, en una estufa con circulacién de aire, hasta
sequedad.
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Fraccion 2

< Calentar el extracto, nuevamente a 80 °C y ajustar su pH a 10.0 con una
solucion de Na,CO; 1 M.

< Dividir en seis porciones de 100 ml cada una.

< Evaporar el solvente, en rotavapor a 40 °C, hasta reducir a un cuarto de su
volumen inicial.

<+ Afadir el soporte organico (Tabla V.5) y agitar en caliente 5 minutos
adicionales.

<+ Evaporar el solvente restante a 35 °C, en una estufa con circulacién de aire,
hasta sequedad.

< Calentar el extracto, nuevamente a 80 °C y ajustar su pH a 8.0 con una
solucién saturada de Acido Citrico.

<+ Afadir una solucion de 1.25 equivalentes de Al,(SO4)z en 10 ml de agua a
80 °C y mantener la agitacién a 70 °C durante 15 min.

+ Manteniendo la agitacion, ajustar el pH a 5.0 con una solucién saturada de
Acido Citrico a 80 °C.

<+ Afadir una solucién de 1.25 equivalentes de CaCl, en 10.0 ml de agua a 80
oC y mantener la agitacion a 70 °C durante 1.0 hr.

+ Dejar enfriar y decantar hasta la precipitacion completa a temperatura
ambiente.

+ Filtrar el precipitado, bajo vacio, a través de papel filtro de alto flujo.

<+ Secar la laca a 40 °C bajo circulacion de aire.

Determinar el porcentaje de acido carminico en los productos solidos y en los sobrenadantes

obtenidos.
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V.3. EVALUACIONES ANALITICAS DE ACIDO CARMINICO

Tal como se pudo verificar en la informacion bibliografica, todos los métodos analiticos
normalmente utilizados emplean un medio acuoso, tanto para la hidrdlisis de la muestra como
para el aforado a un volumen exacto.

Puesto que en el proceso optimizado de extraccidon se emplea una mezcla acuo-etandlica como
solvente, se considerd necesario estudiar el comportamiento y la respuesta del método analitico
en medio acuo-etandlico utilizando soluciones patrén. De esta manera se obtendran curvas de
referencia que permitan hacer la cuantificacion de muestras desconocidas en diferentes productos.
Las lecturas de absorbancia se realizaron con o sin hidrélisis acida previa de las muestras.

Para poder lograr estos objetivos se utilizd un patrén certificado de acido carminico (Merck, 98%),
para preparar una solucién de partida (102 M) a partir de la cual se hicieron las diluciones
correspondientes.

La evaluacion analitica se realizd6 por medio de curvas de referencia, considerando dos tipos de
solventes en su elaboracion.

V.3.1. Evaluaciones cuantitativas

Para la determinacion cuantitativa del colorante se empled la técnica de las curvas de referencia;
midiendo la Absorbancia de las muestras desconocidas para cuantificarlas por dos procedimientos
diferentes: por calculo con las formulas correspondientes y por calculo grafico analitico.

V.3.1.1. Analisis por UV-VIS

En este punto se comenzé por determinar la Absorbancia en funcién de la longitud de onda, de
donde se obtuvieron las longitudes de onda de los maximos de absorbancia. Posteriormente, se
midié la absorbancia de las soluciones patrén en funcidon de la concentracion, en l0s Apax
encontrados anteriormente. De esta manera se obtiene la sensibilidad del método y el dominio de
linearidad de las curvas.

Para la determinacién de los valores de absorbancia se usé un espectrofotdmetro UV- VIS, marca
Varian modelo Cary 50.

V.3.1.2. Curvas de calibracién de Acido Carminico
11 l! l ‘l a gfu l e' l o ’ &U&ed ﬁl
Utilizando un patrén certificado de Acido Carminico al 98% de pureza, se prepararon

soluciones acuosas de concentraciéon conocida en un intervalo de 102 a 107 M,
hidrolizadas con HCI 2N (ver punto V.2.2.4.) y aforadas con agua desionizada.
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ll It ! ‘l - t IZu %Eu l Eu l
Utilizando un patrén certificado de Acido Carminico al 98% de pureza, se prepararon
soluciones acuo-etandlicas (70:30, v/v) de concentracion conocida en un

intervalo de 102 a 107 M, hidrolizadas con HCI 2N (ver punto V.2.2.4.), y
aforadas con la solucién acuo-etandlica (70:30 v/v).

Métedo Ucue-etandlica No Fidrolizade
Utilizando un patrén certificado de Acido Carminico al 98% de pureza, se prepararon

soluciones acuo-etandlicas (70:30, v/v) de concentracidon conocida en un
intervalo de 1072 a 107 M y aforadas con la solucién acuo-etandlica (70:30 v/v).

V.3.2. Evaluaciones cualitativas

Para la caracterizacion y/o identificacion de los diferentes componentes de color, se comenzob
estudiando el comportamiento del Espectro de Absorcién [Abs=f(.)] del Acido Carminico en
funcién del pH de la solucion de andlisis. Posteriormente se analizaron los productos de referencia
por medio de dos técnicas espectroscdpicas.

V.3.2.1. Influencia del pH de analisis

Para poder estudiar la influencia del pH de la solucion de analisis sobre el Espectro de Absorcion,
se tomd una solucidon de Acido Carminico patrén 1 x 10° M y se determind la variacion de su
absorbancia en funcion de la longitud de onda, en soluciones a diferentes pH (2.0 a 10.0).

Para ajustar las soluciones a pH &cido se empled una solucién diluida de Acido Citrico y para
ajustar a pHs basicos se utilizé una solucién diluida de Na,CO3.

V.3.2.2. Espectro Infrarrojo

Las pastillas de analisis fueron preparas homogeneizando una pequefia cantidad de muestra
patron (AC o Laca) con KBr y Nujol.

La mezcla fue comprimida hasta formar una pelicula muy delgada y translicida; posteriormente
fue colocada en el dispositivo de analisis y el espectro fue registrado para su posterior evaluacion.

V.3.2.3. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de H-RMN y de 3C-RMN, del producto de referencia, fueron realizados usando
DMSO-Dg como solvente.
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V.4. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

V.4.1. Extracto Organico Total (EOT) Acuo-Etandlico

Siguiendo el procedimiento general de extraccion; la muestra a ser cromatografiada fue
preprocesada de la siguiente manera:

+ Grana en polvo: 1 g.

Solvente: H,0:EtOH, 70:30 (100 ml).

Extraccién: 2 x 50 ml a 70 °C; 15 min. c/u.

Centrifugacion: 3000 r.p.m. por 5 min.

Sobrenadante: Recuperado por sifonacion.

Concentracion: Estufa con circulacion de aire, a 40 °C, 8 hrs.

*, *. *, *,
DRI R X

K3
<

V.4.2. EOT Acuo-Etandlico con Na,CO; y EDTA

2,
o

Grana en polvo: 1 gr

Solvente: H,0:EtOH, 70:30 (100 ml), al 10% de Na,COsy al 1% de EDTA.
% Extraccién: 2 x 50 ml. a 70 °C; 15 min. c/u.

Centrifugacién: 3000 r.p.m. por 5 min.

Sobrenadante: Recuperado por sifonacion.

+ Concentracion: Estufa con circulacion de aire, a 40 °C, 8 hrs.

K3
<

2,
o

K3
<

V.4.3. Preparacion de la columna cromatografica

Se utilizd una columna de vidrio de 90 cm de largo y diametro variable cada 30 cm, (la parte
superior de 1.6 cm, la parte media de 1.2 cm y la parte inferior 0.8 cm de didmetro). Volumen
total 109 cm?. Protegida en su salida inferior, con un tapén de lana de vidrio (lavada y secada).

La columna fue llenada con una suspension de 50 g de Silicagel 60 (0.2 — 0.5 mm: Merck: N° de
art. 107733) en 250 ml del eluyente Butanol:Acido Acético:Agua (3:1:1). La suspension fue
vertida a través de un embudo y asentada con ayuda de un tubo de hule blando hasta alcanzar
unas 20 gotas por minuto. La parte superior de la columna fue protegida con un poco de arena de
cuarzo, previamente lavada y secada.

V.4.4. Elusién cromatografica

El extracto concentrado fue introducido en la parte superior de la columna, lentamente con la
ayuda de una pipeta Pasteur, para asegurar una migracion de frente horizontal. La introduccion
de la muestra fue completada por la adicion de 15 ml del eluyente.

La elusion fue hecha hasta recuperar 40 fracciones de 10 ml cada una, proceso que fue seguido
por cromatografia de capa delgada. Concluida la recoleccion de fracciones, la columna fue lavada
con 1 x 100 de solvente basico Butanol:Hidroxido de Amonio:Agua (3:1:1).
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V.4.5. Deteccion y Analisis

Las fracciones recolectadas fueron analizadas por cromatografia de capa delgada (TLC), sobre
placas de silicagel 60 Fysq4 (Merck Art. 105719), usando como eluyente una mezcla Butanol:
If\ciglo Acético:Agua (5:2:3) y como referencia externa una solucién acuosa 10* M del patrén
de Acido Carminico (Merck Art. 100211).

Las placas de TLC fueron reveladas con una lampara UV a 365 nm (Cole-Parmer Mod. M014778).

Sobre la base de las observaciones en capa fina, las 40 porciones obtenidas fueron agrupadas en
8 fracciones, de las cudles se tomaron sus Espectros de Absorbancia. Estas fracciones fueron
concentradas, analizadas sobre placas de TLC y en algunos casos se tomaron sus espectros IR. A
partir de estos datos se procedié a aplicar diferentes secuencias de separaciones analiticas segun
los casos.



VI. RESULTADQS Y DISCUSION

VI.1 EXTRACCION DEL COLORANTE

VI.1.1. Analisis Proximal de la Grana
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Para poder caracterizar bien el producto de partida que fue usado en este trabajo se realizaron los
analisis de composicidon correspondientes; habiéndose obtenido los resultados siguientes:

Tabla VI.1 Analisis Proximal de Grana

Tipo de Andlisis

%

Acido carminico

21.6

Proteinas

50.5

Humedad

8.4

Cenizas

5.7

Arsénic

o

<1 ppm

Plomo

< 10 ppm

Salmonella

Negativo

En estos resultados (Tabla VI.1) se puede ver que la grana limpia, molida y tamizada (1 mm)
con la que se trabajé tiene una composicién promedio normal, es decir que estd dentro de los
limites de composicion de los productos comerciales mas comunes.

Segun la clasificacion hecha por el ITINTEC, los requisitos generales de la grana comercial son:

Tabla VI.2 Requisitos Generales de Grana Comercial [1?]

Cochinilla

Requisitos

Primera calidad Segunda calidad

Humedad (méax.)%

11

11

Cenizas (max.)%

5

12

Acido carminico (min.)%

20

15

Impurezas (méx.)%

5

8

Tomando en cuenta que los valores de composicion estan dados en base himeda, es normal que
una pequeia variacion en el porcentaje de humedad pueda traer variaciones significativas en el

contenido de colorante.



60

VI.1.2. Influencia del solvente

Durante las pruebas para establecer la influencia del solvente sobre la eficiencia de extraccion, se
obtuvieron los siguientes resultados:

Solvente I: Acuo-etandlico 70:30 al 1 % NaOH (p/v) pH 12.6

Tabla VI.3 Evaluacion Cualitativa de la Extracciéon con Solvente I

Observaciones

El extracto es de color purpura muy intenso y un residuo
color purpura muy intenso.

El extracto es de color purpura muy intenso y un residuo
color purpura.

El extracto es de color purpura y un residuo color purpura
mas claro

El extracto es translucido color purpura claro y un residuo
color blanco con morado.

Se puede observar en el residuo granulos pequefios de
grana que no se disolvieron.

El extracto es totalmente transparente con una tonalidad
purpura y un residuo color blanco con pequefios granulos
color purpura que no se disolvieron.

El extracto es totalmente transparente con un residuo color
blanco con pequefios granulos color plUrpura que no se
disolvieron.

Extracto total color purpura muy intenso, es inestable ya
que presenta decoloracion al paso de los dias.

Residuo total color café, al adicionarle HCl no se presenta
ninguna coloracion.

Abs

-1
eiili] A0 SULK By

Long.Onda (nm)
Fig. VI.1 Espectro de Absorcion del EOT con Solvente I



Solvente II: Acuo-etandlico 70:30 acidificado a pH 3 con HCI

Tabla VI.4 Evaluacién Cualitativa de la Extraccion con Solvente I1

Volumen del Abs .
Extracto | . .. (ml) pH 494 nm Observaciones
1 20 4.8 0.4610 Extracto color rojo muy m_tenso y un residuo color rojo
muy intenso.
2 5 3.8 0.3114 Extracto color naranja fuerte y residuo rojo intenso.
3 5 3.4 0.2941 Extracto color naranja y residuo color rojo.
4 5 3.2 0.2487 Extracto color naranja y residuo color rojo.
5 5 3.1 0.1426 Extracto color naranja claro y residuo color café rojizo.
6 10 3.1 0.2535 Extracto calor naranja claro y residuo café rojizo.
Extracto total presenta coloracién rojo intenso y estable.
EOT 50 4.2 0.4469 Residuo total presenta una coloracion café rojizo, al
adicionarle NaOH presenta coloracién purpura.
R
% 1
P
- - - ]
aoo 400 s00 GO0

Long.Onda (nm)

Fig. VI.2 Espectro de Absorcion del EOT con Solvente II
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Solvente III: Acuo-etandlico 70:30 al 20% de Na,COs y 1% de EDTA

Tabla VI.5 Evaluacioén Cualitativa de la Extraccion con Solvente III

Volumen del

Extracto | (m) Observaciones

20 . Extracto color pUrpura muy intenso y un residuo color purpura

Extracto color pUrpura muy intenso y un residuo color plrpura

Extracto color purpura y residuo color morado con café.

Extracto color purpura claro y residuo blanco con café.

Extracto casi incoloro y residuo color blanco con café.

Extracto total color purpura muy intenso y estable.
Residuo final es de color blanco con café y al adicionarle HCI
no presenta coloracion.

-1 T - i
00 ann ALl add

Long.Onda (nm)

Fig. VI.3 Espectro de Absorcion del EOT con Solvente III



63

Solvente IV: Acuo-etanolica 70:30 (alcalinizada con NH,OH) pH 12

Tabla VI.6 Evaluacion Cualitativa de la Extraccion con Solvente IV

Volumen del
solvente (ml)

Observaciones

20 . Extracto color pUrpura intenso y un residuo color purpura.

Extracto color purpura intenso y un residuo color purpura claro.

Extracto color purpura y un residuo color rosa claro.

Extracto color claro y un residuo color blanco con café.

Extracto casi incoloro y residuo color blanco con café.

Extracto total color purpura intenso estable y residuo total color
blanco con café.

El residuo al adicionarle HCI no presenta ninguna coloracion.

Olor intenso al estar realizando la extraccién.

2.0

Abs

1.0

.5+

300 4na 50D 0o
Long.Onda (am)

Fig. VI.4 Espectro de Absorcion del EOT con Solvente IV
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Los resultados en este punto muestran las siguientes diferencias entre los solventes ensayados:
Solvente I

Con este solvente se extrae practicamente la totalidad del colorante entre la 2% y 3°7
extraccién, lo cual se comprueba al adicionar el HCI en el residuo soélido final. Sin embargo
al paso del tiempo se observa en los extractos una decoloracion que puede ser detenida al
acidificar el extracto.

Considerando este fendmeno, se realizaron también 3 pruebas confirmativas modificando
el contenido de NaOH en un intervalo de 1 a 3.5 %, observandose que la inestabilidad del
color es directamente proporcional a la concentracidon del hidréxido; es decir, a mayor
concentracion de NaOH, mas rapida es la decoloracion.

Solvente II

En esta extraccion, realizada con solucién acuoetandlica acidificada con HCI hasta pH 3,
fue muy notoria la velocidad moderada a la que se va extrayendo la materia colorante, ya
gue después de las 6 etapas de extraccidon, aun no se habia extraido la totalidad del
colorante; puesto que el residuo sdlido final presentaba una coloracién intensa al adicionar
el NaOH. Esto significa que se requiere una mayor cantidad de solvente &cido para
completar la extraccion.

Sin embargo, es muy importante hacer notar que el extracto obtenido tiene una coloracion
rojo brillante mucho mas estable que el purpura obtenido con el solvente basico anterior.

Solvente III

En esta prueba, en que la extraccidon se la realiza con un solvente alcalinizado con Na,COz3,
la materia colorante es recuperada entre la 2% y 3°7@ extraccién, obteniéndose un extracto
total de color purpura intenso (el residuo sdlido resultante no presenta coloracién al
adicionar HCI).

Aqui también debemos hacer notar que, a diferencia del extracto obtenido con el solvente I
(pH=12.4), Este EOT cuyo pH final fue de 10.7 se mantiene estable, sin sufrir ninguna
decoloracién con el tiempo.

Solvente IV

La extraccion realizada con solucidn acuoetandlica 70:30 alcalinizada con NH,OH también
es muy eficiente. La totalidad de materia colorante se extrae practicamente en las dos
primeras etapas; sin embargo, aunque es un poco mas estable que el extracto obtenido
con la solucién de NaOH, también presenta problemas de decoloracion.

Considerando las caracteristicas del NH,OH, en lo referente a su dificultad de eliminacién y
su posibilidad de promover la descomposicion del color, se opté por continuar las pruebas
con dos solvente basicos I y III, descartando el solvente IV.
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VI.1.3. Influencia de la Temperatura

Tomando en cuenta que el AC comienza a oscurecerse a partir de 120 °C y que su temperatura
de descomposicion es de 250 °C, asi como las condiciones operativas normalmente manejadas
para su extraccién; después de haber definido el solvente mas adecuado para la extraccion (Acuo-
etandlico con Carbonato de Sodio), se realizaron ensayos de extraccion a 5 temperaturas
diferentes (Fig. VI.5). Sobre la base de los resultados obtenidos podemos concluir en una

primera aproximacién que cuando la temperatura aumenta, la eficiencia de la extraccién aumenta,
tanto en tiempo como en rendimiento.

AR

Al — Extraccion a 21° C

10 ’/ \‘ Extraccion a 40° C

\ —— Extracciéna 60 ° C
\// \ Extraccién a 70° C

—— Extraccion a 85° C

Absorbancia

0.0 —
250 300

400 450
Longitud de onda (nm)

T
350

Fig. VI.5 Espectros de Absorbancia a diferentes Temperaturas de Extraccion

Para poder hacer una evaluacién comparativa de las diferentes condiciones de operacién y de
analisis, se tomaron los espectros de absorcién del extracto acuo-etandlico, en diferentes
condiciones de analisis (Parrafo V.2.4), tomando como punto de referencia el comportamiento
de la extraccidn seguin el método clasico de analisis (acuoso hidrolizado). Sobre la base de estos
resultados (Fig. VI.6 a VI.9) se puede decir que:

Los espectros de las muestras no-hidrolizadas, tanto en medio acuoso como acuo-etandlico .

ponen en evidencia la presencia de un cromoéforo con un Amax cerca de 330 nm; que muy

probablemente se trata de otro componente extraido, ya que el AC de referencia no presenta este
maximo en las mismas condiciones de analisis.

También se puede ver que los otros componentes que pudieron haber sido extraidos, tienen un
efecto batocrémico sobre el espectro del AC, efecto que es mucho mas significativo en el visible
(Acuoso: 494 a 527 nm) que en el UV (Acuoso: 274 a 280 nm), efecto también observado en
solvente acuo-etandlico (VIS: 496 a 531 nm y UV: 276 a 282 nm) (Tabla VI.7).
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Fig. VI.8 Esp. Abs. AcuoEtandlico-Hidrolizado Fig. VI.9 Esp. Abs. AcuoEtandlico-NoHidrolizado

El uso de la mezcla acuoetandlica como solvente de afore, también tiene un ligero efecto
batocrémico sobre el espectro del AC, efecto que es mas notorio en el visible que en el UV.

Por otra parte, al analizar los resultados de Absorbancia en funcién de la Temperatura, se puede
observar que la absorbancia de las muestras a 280 nm (superiores a 0.6) es mucho mayor que a
494 nm (inferiores a 0.4), tanto para las muestras hidrolizadas como para las no-hidrolizadas,
independiente del solvente utilizado para el aforado (Fig. VI.10 y Fig. VI.11).

También se puede observar que a 494 nm, la absorbancia de las muestras hidrolizadas es mayor
que la de las no-hidrolizadas, mientras que a 280 nm son las muestras no hidrolizadas las que
tienen valores superiores (Fig. VI.12 y Fig. VI.13), independiente del solvente utilizado para el
aforado. Esto se debe principalmente al hecho que a 494 nm tenemos una absorcion especifica
para el AC, mientras que a 280 nm muchos de los componentes extraidos pueden también
absorber.



Tabla VI.7 Variacion de los Maximos de Absorcion

HIDROLIZADO

NO-HIDROLIZADO

Acuoso

Acuo-Etanodlico

Acuoso

Acuo-Etanodlico

A

Abs.

A

Abs.

A

Abs.

A

Abs.

0.7527

0.7703

0.7214

0.7099

0.3417

0.3353

0.1574

0.1631

0.1720

0.1631

1.0960

1.0233

1.1071

1.0956

0.5818

0.5200

0.2307

0.2173

0.2620

0.2529

1.2141

1.3809

1.3384

1.2937

0.6122

0.6047

0.2573

0.2900

0.3110

0.2925

1.4905

1.5431

1.4493

1.4622

0.6598

0.6725

0.3102

0.3234

0.3363

0.3260

1.6055

1.6748

1.5846

1.5759

0.7317

0.7419

0.3266

0.3502

0.3709

0.3581

333

334

67

527 531 I

Como se habia observado inicialmente y se reconfirma después, la absorbancia de los extractos
aumenta cuando la temperatura de extraccion aumenta. Sin embargo, después de realizados los
calculos de cuantificacidon, podemos constatar que los rendimientos de extraccién de los procesos
globales tiene un comportamiento un tanto diferente (Fig. VI.14 a VI.16) en las diferentes
condiciones de preparacion de muestras y de analisis.

La evaluacion de estos resultados nos permite ver que si bien la eficiencia de extraccién aumenta
con la temperatura, en realidad existe un limite operativo a partir del cual el tratamiento térmico
prolongado (incluso, aun por debajo de la temperatura de oscurecimiento) hace que los
rendimientos globales de extraccién vayan disminuyendo. Experimentalmente constatamos que
cuando se dejan enfriar los extractos obtenidos a 85 °C, observamos la formacion de pequenos
fléculos que son retenidos por los sistemas de filtracidn (especialmente Celite®), fuera de los
problemas operativos de la filtracidon en caliente. Estos pequefios floculos suspendidos podrian ser
estructuras policondensadas de AC tal como estan descritas en la bibliografia [3%],
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Fig. VI.12 Abs = f(T) ; A= 494 nm Fig. VI.13 Abs = f(T) ; A= 280 nm

También se puede observar que las condiciones de filtrado tendran una gran influencia sobre las
caracteristicas de estabilidad de los extractos, asi como sobre el comportamiento de los
Rendimientos de Extraccion (Fig. VI.17 a VI.20). Como podemos observar graficamente:
independientemente del tratamiento de la muestra para el analisis (hidrolizado o no hidrolizado) o
de la longitud de onda de las lecturas (494 o 280 nm), el filtrado sobre Celite® nos permite
postular que entre la temperatura ambiente y 40 °C, el comportamiento de la extraccion es el
esperado, mientras que entre 40 y 60 ©°C el rendimiento de extraccibn ya no varia
significativamente cuando el filtrado es normal, pero disminuye cuando el extracto obtenido a 40
oC es filtrado por Celite®, mucho méas que en los extractos obtenidos a 60 y 70 °C. También se
puede constatar que entre 60 y 70 °C hay un incremento rapido y significativo del rendimiento de
extraccidon; mientras que a partir de 70 °C hay una rapida disminucién del rendimiento.
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Fig. VI.14 Rendimientos con Filtrado Normal

Fig. VI.15 Rendimientos con Filtrado sobre
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Fig. VI.16 Rendimientos con Extraccion
Acuoetanoélica No-hidrolizada

Todo esto se puede explicar por la composicion de los extractos obtenidos a diferentes

temperaturas:

Mientras a bajas temperaturas se extrae principalmente el colorante libre o muy poco
asociado, a partir de 40 grados se extrae un AC mucho mas asociado a diferentes
macromoléculas bioorganicas, en particular proteinas, por las que tiene una afinidad
particular; esto hace que la velocidad sea un poco mas lenta.
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A partir de 60 °C ya se tendria una energia suficiente como para producir la hidrdlisis de
estos complejos macromoleculares y liberar el material colorante, facilitando su extraccion.
Si bien los mejores rendimientos fueron obtenidos a 70 °C, vemos que a partir de esta
temperatura, el tratamiento térmico prolongado comienza a promover las reacciones de
policondensacion y/o esterificacién etilica del AC, lo que conlleva a la disminucién de los

rendimientos de extraccion.

Fig. VI.20 Filtrado sobre Celite ; A = 280
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VI.1.4 Influencia del tipo y cantidad de base

Como acabamos de ver, las extracciones alcalinas son las que presentan los mejores resultados
de extraccion; sin embargo, la decoloracién observada en ciertos extractos, nos conduce a
corroborar experimentalmente: por una parte la influencia del tipo de base tomando dos de los
solventes anteriores (Na,COz y NaOH) y por otra parte, la concentracién de la base seleccionada.

Para poder tener una evaluacion global de la influencia de la base, este ensayo se realizé desde la
extraccion hasta la elaboracion de sus lacas correspondientes (V.2.6.); proceso que debe ser
realizado de manera continua para minimizar la decoloracién del extracto y para ver la influencia
de la base sobre la formacion y precipitacion de la Laca.

Tabla. VI.8 % de AC en Extraccion con Solucion Acuoetandlica de NaOH* (1% p/V)

Muestra

Peso de la
muestra (g)

Absorbancia
( 1 494 nm)

% Acido
Carminico

Extracto

0.5246

0.1113

0.3815

Laca

0.0264

0.4206

28.65

Sobrenadante

0.5529

0.1096

0.3565

* El % de NaOH esta calculado en relacién a peso del volumen total de solvente

Tabla. VI.9 % de AC en Extraccion con Solucion Acuoetandélica de Na,CO3; (20% + 1 % EDTA)

Muestra

Peso de la
muestra(g)

Absorbancia
( 2= 494 nm)

% Acido
Carminico

Extracto

1

0.1066

0.3836

Laca 0.6483 43.67

Sobrenadante

0.0558 0.0390

Analizando los resultados anteriores (Tablas VI.8 y VI.9), se constata que tanto los solventes
con carbonato asi como con hidroxido de sodio dan practicamente el mismo porcentaje de Acido
Carminico en los extractos (0.3836 y 0.3815 % respectivamente); sin embargo, es durante la
preparacion y precipitacion de la laca que la diferencia entre ambos solventes es notoria.
Efectivamente, durante la precipitacién de las lacas a partir de los extractos obtenidos con
carbonato, el sobrenadante queda practicamente incoloro (0.0390% AC) y la laca obtenida tiene
43.67 % de AC; mientras que en le caso de los extractos obtenidos con Hidroxido el sobrenadante
tiene una coloracion mucho mas significativa (0.3565% AC) y la laca obtenida 28.65 % de AC.
Esto quiere decir que la formacion de la laca se ve desfavorecida por la presencia del NaOH en la
solucion.
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Una vez establecidas las ventajas del Carbonato como base de extraccién, se estudio la influencia
de la concentracién de base en el solvente, tanto en la extraccion del colorante como en la
preparacién de la laca, tratando de igualar las caracteristicas de los productos comerciales.

Tabla VI.10 Extraccion con Soluciéon Acuoetandlica de Na,COs :
% de AC en Extractos
(muestra 0.5 g)

Cantidad de Absorbancia % Acido
Na,CO;(%) (A= 494 nm) Carminico
0.0464 0.1669
0.0502 0.1822
0.0564 0.1998
0.0629 0.2254
0.0620 0.2208
0.0674 0.2420
0.0665 0.2321
0.0885 0.2513
0.0543 0.1906

Tabla VI.11 Extraccion con Soluciéon Acuoetandlica de Na,COs :
% de AC en Sobrenadantes
(muestra 0.5 g)

Cantidad de Absorbancia % Acido
Na,CO; (%) (A= 494 nm) Carminico
0.0114 0.0158
0.0485 0.0694
0.0334 0.0480
0.0013 0.0018
0.0305 0.0416
0.0488 0.0686
0.0549 0.0754
0.0721 0.0992
0.1397 0.1998




73

Tabla VI.12 Extraccion con Soluciéon Acuoetandlica de Na,COs :
% de AC en Lacas
(muestra 0.025 g)

Cantidad de| Laca total Absorbancia | % de acido
Na,CO; (%) | obtenida (g) | A= 494 nm carminico
1 0.1717 0.2542 73.15
2 0.1490 0.2642 74.54
5 0.2100 0.1708 64.67
10 0.4142 0.1505 43.31
| 20 0.4185 0.1294 37.24 |
30 0.4418 0.1264 35.94
40 0.4360 0.2406 33.95
50 0.4511 0.2342 33.57
l 100 0.2656 0.1388 19.81 I

Como podemos ver en los resultados anteriores (Tabla VI.10), cuando la concentracion de
Carbonato aumenta en el solvente de extraccidn, el porcentaje de Acido carminico aumenta en los
extractos; desde un 0.1699 % para 1 % de Carbonato, hasta 0.2513 % para 50 de Carbonato.

Durante la preparacion de lacas se pudo constatar que el producto que mas se aproxima a los
requerimientos comerciales (50% de AC) es aquel preparado a partir del extracto que se obtuvo
con 10 % de Carbonato en el solvente de extraccion. La laca preparada con este extracto tiene
43.31 % de AC generando un sobrenadante con solo 0.0018 % de AC. Esto quiere decir que
tenemos un rendimiento de conversion del orden de 97.76 %.

Finalmente diremos que: si bien las lacas obtenidas con 1, 2 y 5 % de Carbonato presentan las
concentraciones mas elevadas en AC, las caracteristicas fisico-quimicas de estos productos son
muy desfavorables, ya que presentan un elevado grado de compactacion, lo que hace pensar
hasta en un cierto grado de polimerizacién; lo que evidentemente incide, por una parte en sus
propiedades de solubilidad y por otra en los rendimientos globales de conversion en laca.

Rendimientos de Extraccion

Para calcular los rendimientos globales de extraccién se tomé el promedio de las pruebas con 10,
20 y 30 % de Carbonato en el solvente de extraccion (Tabla VI.10); entonces tendremos:

AC__ =0.2294 |9
prom. ? Loo ml}

Partiendo de 1 g. de grana y habiendo obtenido 80 ml de extracto, la cantidad total de AC en el

extracto sera:
0.1835 g
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Tomando en cuenta que la grana seca utilizada tiene:

[% AC] = 21.62

La cantidad tedrica de AC sera:

21.62 g —» 100 g
X g — 1 g

X =0.2162 g

Entonces el rendimiento de extraccion sera:

0.2162 g —» 100 %
0.1835 g —> X %

X=849 %

De la misma manera, podemos calcular el rendimiento de preparacion de la laca del Carmin; para
esto tomamos las mismas pruebas con 10, 20 y 30 % de Carbonato. Tomando en cuenta que el
peso promedio de la laca obtenida es:

Piece = 0.4248 g

prom.

y cuyo contenido promedio de AC es:

[% AC]“° = 38.83

Laca
prom
Esto quiere decir que hemos recuperado:

38.83 g AC > 100 g Laca
X g AC — 0.4248 g Laca

X = 0.1649 g AC
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Esto quiere decir que el rendimiento de preparacién de la laca, en relacion al AC extraido, es:

0.1835 g — 100
0.1649 g > X

X=89.86 %

Finalmente, podemos ver que el rendimiento global del proceso, es decir en relacion al AC
contenido en la grana seca, sera:

0.2162 g — 100
0.1649 g —> X

X=763 %

Para poder hacer una evaluacién comparativa, y siguiendo el mismo procedimiento de calculo,
podemos determinar el rendimiento individual de cada uno de los tratamientos anteriores; en
cada una de sus fracciones (Tabla VI.13).

Tabla VI.13 Rendimientos de Extraccion y Precipitacion

Rendimien‘l’o 10% Na2CO; 20% Na.CO;3 | 30 % Na2CO;

Extraccion (%) 83.40 81.70 89.54

Sobrenadante (%) 0.0018 0.0416 0.0686

Precipitacion (%) 99.49 88.23 82.01

GLOBAL (%) 82.98 72.06 73.45
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VI.1.5. Método Optimizado de Extraccién

La fase experimental de este trabajo fue dirigida principalmente a la extraccidn del colorante y a
la preparacion de formulaciones de facil aplicabilidad, tratando de alcanzar un proceso 6ptimo. En
este entendido, las pruebas realizadas permitieron estudiar los parametros operativos mas
incidentes sobre el proceso como son: molienda, solvente, temperatura y filtracion.

Sobre la base de los resultados experimentales se logré establecer un procedimiento de extraccién
del colorante (Esquema VI.1), que presenta ventajas comparativas sobre los procedimientos
tradicionales (Parrafo II1.6). Cuando se pretende optimizar y escalar los procesos a un nivel
industrial es necesario considerar el minimo de operaciones unitarias con el maximo de eficiencia,
para poder asi incrementar los rendimientos y minimizar los costos.

EXTRACCION .
FILTRACION '

ESTABILIZACION TERMICA

l CONTROL DE pH '

I PREPARACION DE LACAS ' l FORMULACIONES .

Esquema VI.1 Proceso Optimizado de Extraccion del Carmin

Pnacedimiento. propuesto:

La grana comercial seca, entera y limpiada por zarandeo, fue sometida a un tratamiento de
molienda extraccion con un solvente acuo-etandlico (70:30, v:v) a 70 °C, con 10 % de
Na>CO3 y 3 % de EDTA (porcentajes calculados en peso, en relacidn a la grana seca).

Después de 15 min. de molienda extraccion se procedié a una centrifugacién-filtracion, en
un sistema rotativo vertical, dotado de uno o dos canastillos cilindricos, recubiertos con
malla fina (un canastillo) o con un par de mallas, grueso al interior y fino al exterior (dos
canastillos). El solvente utilizado fue dividido en dos porciones, la primera para la
extraccion y la segunda para el lavado de los residuos, directamente en el canastillo y en
continuo.

Después de la filtracion se puede observar que el residuo sdlido es practicamente incoloro
(Foto adjunta), lo cual nos muestra que la extraccién liquido-sdlido es eficiente.
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El extracto recuperado fue medido (vol y pH) y aforado a un volumen determinado, para
luego ser dividido en funcién de los requerimientos de las etapas siguientes. Los extractos
obtenidos pueden pasar directamente a la elaboracion de Lacas o ser concentrados para su
posterior estabilizacién, con diferentes soportes organicos.

Las porciones obtenidas sirvieron para preparar laca y/o para la estabilizacion del colorante
con diferentes soportes organicos comerciales

El solvente es eliminado y el residuo es evaluado en sus propiedades de estabilidad y
solubilidad en diferentes tipos de solventes, temperaturas y condiciones de pH.

Cuerpos y Residuos solidos, filtrados después de la extraccion



78

VI.2. ESTABILIZACION DEL COLORANTE

Tomando en cuenta los requerimientos del mercado en formulaciones comerciales y las
caracteristicas fisico-quimicas de los extractos, la preparacion de lacas es siempre el
procedimiento mas usual para la estabilizacion y comercializacién del colorante de Carmin.
Experimentalmente se pudo observar que dependiendo del tipo y cantidad de base empleada en el
solvente de extraccion del colorante, las caracteristicas fisico-quimicas y los rendimientos de
preparacion de las lacas podia variar significativamente; lo que condujo a estudiar este
comportamiento.

En el presente trabajo se realizaron pruebas sistematicas para proponer nuevas formulaciones
qgue permitan estabilizar el Carmin, sin tener que pasar por laca Calcio-Aluminica.

Para la realizacion de estas pruebas es necesario definir la estequiometria del proceso con
rendimientos operativos aproximados y luego calcular la cantidad de insumos requeridos en cada
una de las diferentes pruebas. Finalmente, las relaciones de calculo permitiran determinar los
rendimientos en cada caso.

VI.2.1. Estequiometria del Proceso

En esta seccién calcularemos la cantidad de los diferentes insumos que seran empleados para la
preparacion de Lacas Calcio-Aluminicas (Fig. I1.6) o de las formulaciones con soportes organicos;
esto quiere decir que se trata de calculos de una estequiometria de preparaciéon del producto.

AC = CZ2H20013 PM: 492
Laca: C44H36026.3H20.A|.Ca.0H

PM: 1118

AN
o> AL— OH Ca'?.H,0

& AL nepresenta el 88 7, en
pesa, en welaciin a la Laca.

Fig. I1.6 Estructura Quimica de Laca Carmin
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Insumes para Lacas

Partiendo de 50 g. de “grana seca” entera, con 10 % de humedad, 20 % de AC y 80 % de
eficiencia de extraccion, tendremos:

8 g. de AC

Si consideramos que se necesitan dos moléculas de AC para la formacion de una molécula
del complejo Calcio-Aluminico.

984 g. de AC — 342 g. de Al,(SO,),
8 g.de AC > X g.de AIZ(SO‘,)3
Entonces:

_8e342 342

P e27C
X 984 A% 984

De una manera general tendremos:

[%AC]
pAcg — Pg ° 100 (Ec.V.1)

Finalmente, tomando en cuenta un exceso del 25 % tendremos:

P =P, o [%AC]* 4.34x10° (Ec.v.2)

Al,(s0,),

De la misma manera, para el CaCl, tendremos:

PCCICIZ = Pg J [°/oAC] e1.41x10°3 (Ec.V.3)

Y para el CaCO3; tendremos:

Peaco =P, @ [%AC|¢1.27 x 1073 (Ec.V.4)
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Jnsumas para Founulbaciones Ftidvoselubiles

Partiendo de 50 g. de “grana seca” entera, con 10 % de humedad, 20 % de AC y 80 % de
eficiencia de extraccién, se tienen:

8 g. de AC

Considerando que la formulacion de colorante tenga un 50 % de AC en peso, con un
rendimiento de recuperacion del 90 %; la cantidad de soporte (Tabla V.5) que se debe
afnadir al extracto ser3a, es decir 1.1 equivalentes en peso:

8.8 g de Soporte organico

VI.2.2. Método Optimizado para la Preparacion de Laca

La siguiente metodologia es el resultado de todas las pruebas realizadas para optimizar el proceso
para la preparacion de Lacas (Esquema VI.2).

< El EOT a 70 °C es ajustado a pH=8 por la adicion de una solucién acuo-etandlica de
Acido Citrico a 70 °C; para luego afiadir 1.25 equivalentes de una soluciéon acuo-
etanolica de A/»(504); a 70 °C.

< Después de 15 min. de agitacién a 70 °C el pH es nuevamente ajustado a 5.0 con una
cantidad adicional de la solucién de Acido Citrico.

% Una vez alcanzado el pH deseado, afiadir una solucién acuo-etandlica de ¢ac/> 0 CacCO; a
70 °C (1.25 equivalentes).

% Mantener una agitacion suave y constante a 70 °C hasta precipitacion completa.

% Dejar enfriar hasta temperatura ambiente, filtrar y secar en rotavapor, bajo vacio y en
un bafio a 40 °C.

% El producto obtenido es evaluado en sus propiedades de estabilidad en diferentes tipos
de solventes, temperaturas y condiciones de pH.

Nota:
Los equivalentes de las sales inorganicas fueron calculadas en funcién de la cantidad tedrica de colorante,
obtenida con un rendimiento de extraccion del 80 %.

La eliminacién del solvente debe ser realizada con un control minucioso de la temperatura del
bano y del tiempo de secado; combinando el rotavapor con una estufa eléctrica de laboratorio,
con circulacién de aire.

Sobre la base de los resultados obtenidos se pudo constatar que:

Durante la preparacion de Lacas, cuando el acido empleado para regular el pH, antes de la
adicién de las sales inorganicas correspondientes, es un acido fuerte como el HCI ; la laca
obtenida tiene un tinte mas oscuro y sus propiedades de solubilidad se ven fuertemente
disminuidas, esto quiere decir que la presencia de un acido fuerte en el medio podria
promover la polimerizacion del colorante o de algunos de sus componentes .
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EXTRACCION l
FILTRACCION I

ESTABILIZACION TERMICA

| CONTROL DE pH I
SAL ALUMINICA l
CONTROL DE pH l

SAL CALCIO-ALUMINICA

FILTRACION

SECADO

MOLIDO
| ENVASADO l

Esquema VI.2 Proceso Optimizado de Preparacion de Lacas
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Cuando la base empleada para la extraccion del colorante es una base fuerte como el
NaOH, los rendimientos de preparacién de lacas disminuye de manera significativa,
mientras que al usar carbonato los rendimientos son mucho mayores. Entonces podemos
suponer que la formacion del complejo Alumino-Carminato se ve desfavorecida, ya sea
por secuestro del cation o por que el equilibrio de la reaccion se desplaza hacia la
disociacion. Por otra parte, también se debe tomar en cuenta que las especies quimicas
disociadas del AC son diferentes en medio OH o en medio (€C0O3)7?, lo que también influiria
en el rendimiento global de formacion de la Laca.

Es muy importante hacer notar que cuando la extraccion se realiza empleando NaOH como
base (0.25 M), el pH final del extracto es aproximadamente 13; mientras que cuando la
extraccién se hace con (€03)? (3.8 x 102 M) el pH final esta préoximo a 10. Esto significa
gue cuando se debe ajustar el pH a 8.0 con acido Citrico, la cantidad de acido anadido sera
mayor en el primer caso, haciendo que la fuerza idnica del sistema aumente
considerablemente; lo que por légica consecuencia tendrd una incidencia negativa en la
formacion del complejo o en su estabilidad.

Las caracteristicas comerciales mas aceptadas para la laca son evidentemente la finura del
polvo y sobre todo un color rojo brillante estable. Estos requisitos son alcanzados de
manera satisfactoria cuando la base de extraccién es el (€03)? y cuando la concentracidon
de EDTA en la solucién de extraccion es del 3 % en peso, en relacién a la grana seca.
Cuando la base empleada es el NaOH y/o cuando la concentracion de EDTA es menor, el
polvo escarlata, obtenido inicialmente, se oscurece rapidamente en contacto con el aire
haciendo que la solubilidad disminuya, incluso en medio basico.

Finalmente diremos que las condiciones de secado de la laca obtenida es muy importante
para preservar las caracteristicas fisico-quimicas del producto. El secado debe hacerse a
baja temperatura y lo mas rapidamente posible; ya que si el secado dura demasiado
tiempo, incluso a bajas temperaturas comienza el oscurecimiento y la polimerizacion.

Para hacer una evaluacién comparativa de las propiedades de solubilidad de las lacas obtenidas se
tomaron dos tipos de solventes en tres condiciones de pH seguln el esquema siguiente:

Tabla VI.14 Solventes para pruebas de Solubilidad

Solvente Composicion Relacion pH
H,O:EtOH 70:30 [v:v]
H,0:Na,CO; 100:5 [v:p]

Neutro

Alcalino

HZO:AC.,CI'tI’iCO 100:5 [v:p]
H,0:EtOH:Ac. Citrico | 70:30:5 [v:v:p]

2
3
4 H>O:EtOH:Na,CO3 70:30:5 [v:v:p]
5
6

Acido
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Los resultados de solubilidad obtenidos con una Laca obtenida segun el método optimizado, fue
comparada con dos productos comerciales provenientes del Perd y que tienen las siguientes
caracteristicas (Tabla VI.15):

Tabla VI.15 Contenido de AC en lacas comerciales y propias.

—————————

Producto | [% A.C.]

LK-500 50
LK-650 65
l CICATA 43.3

La evaluacién comparativa de sus solubilidades (Tabla VI.16) nos muestra que:

Tabla VI.16 Comparacién de Solubilidades de Lacas

Laca

LK-500

LK-650
CICATA

1-6 : Tabla VI.14

F : Frio

C : Caliente

= : Insoluble

— : Poco soluble

+ : Soluble

++ : Muy solubles

* 1 Cuando la solucién se enfria, se observa un precipitado mas o menos abundante

Nota:

Es muy importante notar que la laca CICATA es la sal Calcio-Aluminica pura, preparada por el método
optimizado (Parraf. VI.2.2), mientras que los productos de referencia, comercializados como productos
hidrosolubles, son sales Calcio-Aluminicas cuya solubilidad fue modificada por la adicién de algunos
soportes organicos.

Debemos recordar que los productos comerciales, que son sales Calcio-Aluminicas, requieren
soluciones basicas (generalmente amoniacales) para su solubilizaciéon y posterior aplicacién. Por
estas razones es que los productores buscan diferentes formulaciones o tratamientos que
permitan obtener un producto hidrosoluble.
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VI.2.3. Formulaciones de Carmin con soportes Organicos

Al igual que en los casos anteriores, la siguiente metodologia es el resultado de todas las pruebas
realizadas para optimizar el proceso de preparacién de las formulaciones hidrosolubles.

% El EOT es obtenido segun el procedimiento optimizado (parraf. VI.1.5), fue procesado
de acuerdo a la metodologia V.2.7.

% El extracto es concentrado hasta un cuarto de su volumen inicial, bajo vacio en un
evaporador rotativo con bafio de agua a 40 °C.

% Afadir el soporte organico, a temperatura ambiente, bajo agitacion suave y constante
(1.1 equivalentes en peso).

% Mantener la agitacion durante 15 min.
< Eliminar el solvente en rotavapor, bajo vacio y en un bafio a 40 °C, casi a sequedad.
%  Secar el producto en una estufa a 40 °C con circulacién de aire.

< El producto obtenido es recuperado y molido antes de su almacenamiento.

Nota:
Los equivalentes de los soportes inorganicas fueron calculadas en funciéon de la cantidad tedrica de
colorante, obtenida con un rendimiento de extraccion del 80 %.

En este caso también la eliminacion del solvente debe ser realizada con un control minucioso de la
temperatura del bafio y del tiempo de secado; combinando el rotavapor con una estufa con
circulacion de aire.

Para seleccionar los soportes organicos (Tabla V.5) se tomaron en cuenta las propiedades fisico-
quimicas de estos soportes normalmente empleados en las industrias de alimentos.

Tabla V.5 Soportes Organicos

Soporte

Acido Citrico
Citrato de Sodio
Dextrina Blanca : Citrato
Dextrina Blanca : Acido Citrico
Dextrina Blanca : Acido Citrico : Citrato

Ademas de su conocida estabilidad, era muy importante saber cual era el comportamiento de
solubilidad de estos soportes en los solventes de estudio (Tabla VI.14). Los ensayos de
solubilidad de los soportes nos permite ver que:

La dextrina Blanca es la que presenta una mejor solubilidad en medio neutro y/o basico,
tanto en frio como en caliente.



85

También sabemos que el Citrato de Sodio y el Acido Citrico se caracterizan por su doble
accion, como soportes con alta solubilidad y como conservantes; independientemente del
tipo de solvente.

Sobre la base de los resultados obtenidos se pudo constatar que:

La combinaciéon de Dextrinas, Acido Citrico y Citrato de Sodio, permiti® mostrar que es
posible obtener formulaciones potencialmente comercializables, particularmente para su
uso en medio neutro o alcalino. Para poder considerar las aplicaciones en medio acido, se
puede ver que las combinaciones de Dextrinas, con Citrato de Sodio o Acido Citrico,
constituyen un soporte interesante para la estabilizacion del colorante extraido, sin
necesidad de pasar por la preparacion de la Laca Calcio-Aluminica.

Tabla VI.17 Solubilidad de Formulaciones con Soportes Organicos: pH = 5

Soporte 1 2 3 4 5 6

Flc |l FlclFlclcEF Flc|F ¢

I + + + + + + + + + + + +

II + + + + + + + + + + = +
III + + + + + + + + + + + +
Iv + + - + + + + + + + + +

1 + + - + + + + + + + + +
VI + + - + + + + + + + + +

F= frio, C= caliente

Tabla VI.18 Solubilidad de Formulaciones con Soportes Organicos: pH = 10

Soporte 2 3 4 5 6
F (4 F c F C F C F C
I - + + + - + - + - +
II - + - + + + - + - +
- + - + + + - + - +
v - + - + + + - + - +
\'/ — + — + + + - — — -
VI - + - + + + - + - + |

F= frio, C= caliente

Como podemos ver en las tablas anteriores, |la estabilizacion del colorante a partir de un extracto
basico, con los soportes organicos escogidos, nos permite obtener productos soélidos cuya
solubilidad es menor que la obtenida con los productos sdlidos a partir de los extractos acidos.
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VI.3. EVALUACIONES ANALITICAS DEL ACIDO CARMINICO

La revision bibliografica nos muestra dos procedimientos que admiten implicitamente la validez de
la ley de Lambert-Beer, pero difieren por la seleccién de la solucién de referencia: uno de ellos se
refiere a una solucién que contiene 15 mg/I de AC, de Absorbancia 0.262; el otro se refieren a
una solucién de 100 mg/I de AC y Absorbancia 1.39. Sin embargo, dadas nuestras condiciones
de trabajo, se juzgd necesario hacer un estudio mas detallado sobre los intervalos de

concentracion donde se podria aplicar adecuadamente esta regla en sus Amax respectivos.
VI.3.1. Evaluaciones Cualitativas

Para poder conocer el comportamiento de las curvas de absorcion en las diferentes condiciones de
analisis, primeramente se observd la variacion de la absorbancia en funcion de la longitud de
onda, haciendo un barrido entre 230-550 nm , a diferentes concentraciones de trabajo.

Se observd el espectro de absorcién UV-VIS del Acido Carminico patrén, identificando sus
maximos de absorcidén, y considerando como promedio: 280 nm , en el ultravioleta y 494 nm
en el visible ( Fig. VI.21)

1.0

—— Conc. 10E-6
Conc. 2.5 E-6
—— Conc. 5E-6
Conc. 7.5E-6
— Conc.1E-5
Conc. 1.5E-5
— Conc. 2E-5
—— Conc. 2.5E-5
— Conc. 3E-5

" A = \

0.0
250 300 350 400 450 500 550
Longitud de onda (nm)

0.8

0.6

0.4

Absorbancia

Fig. VI.21 Esp. Abs. UV-VIS del AC a diferentes concentraciones entre 10°y 3 x 10° M

Una vez establecidos experimentalmente los maximos de absorcidn, se procedié a la elaboracidon
de curvas de calibracidn, relacionando la absorbancia en funcidon de la concentracion en €sos Amax.
De esta manera se establecieron los limites dptimos de concentracion para la determinacién de
Acido Carminico, en el intervalo establecido por la ley de Lambert-Beer, (absorbancia, entre 0-1)

Los limites con un buen comportamiento lineal, se encuentran en el intervalo de concentracién de
10 a 10°® M., mostrando su mejor sensibilidad para concentraciones préximas a 10 M.



Patron de Acido Carminico con y sin Hidrdlisis Acida
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Fig. VI.22 Influencia de la Hidrdlisis en Solvente Acuoso.
494 Hz :y = (7868)X + 0.0120 (r = 0.9994)
280 Hz : y = (28857)X + 0.0240 (r = 0.9994)
494 NHz :y = (7700)X - 0.0027 (r = 0.9999)
280 NHz : y = (30744)X - 0.0036 (r = 0.9998)

Tabla VI.19 Absorbancia de Acido Carminico Patrén.
(Solucion Acuosa con y sin Hidrélisis)

Concentracion

Hidrolizado

No Hidrolizado

494 [nm]

280 [nm]

494 [nm]

280 [nm]

1.0E-06

0.0131

0.0441

0.0067

0.0259

2.50E-06

0.0229

0.0920

0.0174

0.0723

5.00E-06

0.0461

0.1691

0.0356

0.1505

7.50E-06

0.0688

0.2450

0.0557

0.2295

1.00E-05

0.0894

0.3182

0.0741

0.3036

1.50E-05

0.1305

0.4596

0.1132

0.4648

2.00E-05

0.1732

0.6019

0.1491

0.5981

2.50E-05

0.2221

0.7617

0.1905

0.7705

3.00E-05

0.2580

0.8717

0.2305

0.9189

5.00E-05

0.4174

0.3773

7.50E-05

0.5916

0.5711

1.00E-04

0.7946

0.7721
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Segun la ecuacion II.1, podemos observar que a 280 nm el Epsilon (€) es tan grande que a
pequefas variaciones o incrementos de concentracidén los valores de absorbancia aumentan
rapidamente, saliendo de los rangos de linearidad establecidos por la ley de Lambert-Beer. Sin
embargo la sensibilidad del método a 280 nm es mucho mejor y se podrian leer concentraciones
muy bajas de AC, siempre y cuando no haya otras impurezas insaturadas.
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Tomando en cuenta estas observaciones, estudiamos el comportamiento de la Absorbancia en las
diferentes condiciones de analisis.

VI.3.1.1. Curvas de Calibracion

Como se menciond anteriormente, todos lo métodos analiticos con hidrdlisis acida emplean un
medio acuoso, tanto para la hidrélisis como para el aforado a un volumen exacto; como nosotros
hacemos la extraccidon del colorante en medio Acuoetandlico, juzgamos necesario estudiar el
comportamiento del método analitico en las mismas condiciones; en la preparacion de las
soluciones patrén y en la lectura de muestras problema.

Comparaciin de (leuosa y Ucucetandlice FHidvolizades

En primer término se vio la influencia de la mezcla acuoetandlica sobre el método clasico de
analisis, es decir en medio acuoso hidrolizado. La comparacién de ambas curvas (Fig. VI.23)
nos permite ver que las soluciones acuoetanodlicas dan valores de absorbancia ligeramente
superiores (Tabla VI.20), aunque para concentraciones menores a; 2.5 x 10> M, este efecto
no es perceptible.

Influencia del solvente de aforado
1.2

N/ -

N P

——494 nm A
——494 nm AE
——280nm A
——280 nm AE

Absorbancia

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0.0E+00 2.0E-05 4.0E-05 6.0E-05 8.0E-05 1.0E-04 1.2E-04

Concentracion Moles / L

Fig. VI.23 Influencia del Solvente: Acuoso y Acuoetanélico con Hidrélisis.
A494 nm:y = (9211)X - 0.0040 (r = 0.9997)
A 280 nm :y = (33960)X + 0.0001 (r = 0.9998)

Nota: Estos datos de la recta corresponden a la curva acuoetandlica hidrolizada
Donde: A: Normal (acuoso Hidrolizado)
AE: Acuoetandlico Hidrolizado



Tabla VI.20 Absorbancia de Acido Carminico Patrén.
(Solucidn Acuosa y Acuoetandlica con Hidrélisis)

Concentracion

Absorbancia 494

Absorbancia 280

Acuoso

Acuo-EtOH

Acuoso

Acuo-EtOH

1.0E-06

0.0131

0.0072

0.0441

0.0360

2.50E-06

0.0229

0.0216

0.0920

0.0858

5.00E-06

0.0461

0.0371

0.1691

0.1714

7.50E-06

0.0688

0.0662

0.2450

0.2522

1.00E-05

0.0894

0.0897

0.3182

0.3384

1.50E-05

0.1305

0.1311

0.4596

0.5162

2.00E-05

0.1732

0.1798

0.6019

0.6741

2.50E-05

0.2221

0.2215

0.7617

0.8346

3.00E-05

0.2580

0.2793

0.8717

1.0320

5.00E-05

0.4174

0.4495

7.50E-05

0.5916

0.6962

1.00E-04

0.7946

0.9129

(! -’ ‘l ! IEJ gf- l e' l y Na- gf. l E' l

Tabla VI.21 Absorbancia de Acido Carminico Patrén.
(Solucion Acuoetandlica, con y sin Hidroélisis)

Concentracion

Absorbancia 494

Absorban

cia 280

Sin Hidrolizar

Hidrolizado

Sin Hidrolizar

Hidrolizado

1.0E-06

0.0093

0.0072

0.0313

0.0360

2.5E-06

0.0207

0.0216

0.0807

0.0858

5.0E-06

0.0418

0.0371

0.1583

0.1714

7.5E-06

0.0665

0.0662

0.2557

0.2522

1.0E-05

0.0818

0.0897

0.3212

0.3384

1.5E-05

0.1250

0.1311

0.4916

0.5162

2.0E-05

0.1604

0.1798

0.6363

0.6741

2.5E-05

0.2055

0.2215

0.8109

0.8346

3.0E-05

0.2486

0.2793

0.9935

1.0320

5.0E-05

0.4419

0.4495

7.5E-05

0.6769

0.6962

1.0E-04

0.8475

0.9129
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Después de haber visto la influencia del solvente, también era importante ver la influencia de la
hidrdlisis acida en los solventes acuoetandlicos, durante el tratamiento de la muestra antes de sus
analisis, sobre la Absorbancia (Fig. VI.24). Los resultados obtenidos nos permiten ver que los
valores de absorbancia de las soluciones hidrolizadas y aforadas con solucidon acuoetandlica dan
valores ligeramente superiores que sus homologos no Hidrolizados (Tabla VI.21), sobre todo a
494 nm y a partir de 10 M en adelante.
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1.2

038 /./’

Absorbancia

——494 nmNHz
—m—494 nmHz
——280 nmNHz

—e—280 nmHz

0.0E+00 2.0E-05 4.0E-05 6.0E-05 8.0E-05 1.0E-04 1.2E-04

Concentraciéon Moles/L

Fig. VI.24 Influencia de la Hidrdlisis en Solvente Acuoetanélico
A 494 nm:y = (8700)X - 0.0034 (r = 0.9990)
A 280 nm:y = (32746)X - 0.0021 (r = 0.9996)

Nota:
Estos datos de la recta corresponden a la curva acuoetandlica no hidrolizada

Haciendo la evaluacidn comparativa de las 3 curvas a cada longitud de onda, constatamos que
para una misma concentracion, corresponden absorbancias diferentes debido a la modificacién del

coeficiente de absortividad (epsilon, ¢); aunque este efecto no es tan significativo a bajas
concentraciones (< 3 x 10”° : Fig. VI. 25 0 < 1 x 10” : Fig. VI. 26), independientemente del
solvente o la hidrdélisis.

494 nm
0.9
0.8 é/".

o ol
i

—<&— AENHz
—— AEHz
—&—AHz

Absorbancia

0.0E+00 2.0E-05 4.0E-05 6.0E-05 8.0E-05 1.0E-04 1.2E-04
Concentracion Moles/L

Fig. VI.25 Evaluacién comparativa (494 nm)
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280 nm
1.2
1
& 038 —
Q
c
(1]
2 0.6
[=]
3
< 04
—&— AENHz
0.2 1 —— AEHz
——d— AHz
0 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ :

0.0E+00 5.0E-06 1.0E-05 1.5E-05 2.0E-05 2.5E-05 3.0E-05 3.5E-05
Concentracion Moles/L

Fig. VI.26 Evaluacién comparativa (280 nm)

Finalmente, la representacion global de la influencia de la hidrodlisis y del solvente de aforado, nos
permite apreciar la variacidon de la pendiente de la curva entre 280 y 494 nm (Fig. V1.27).

1.2
1.05
0.9
0.75
[}
'
g
8 0.6
=
]
3
< 0.45 ——494 AENHz
——494 AEHz
494 AHz
0.3 —3¢—280 AENHz
—%—280 AEHz
——280 AHz
0.15
EAA
0.0E+00  1.5E-05 3.0E-05  4.5E-05 6.0E-05 7.5E-05 9.0E-05 1.1E-04
Concentracion Moles/L

Fig. VI.27 Evaluacidon comparativa (280 y 494 nm)



92

Independientemente de la longitud de onda de lectura, la linearidad es muy buena, dentro del
intervalo de concentracion estudiado; sin embargo, se ve que a 494 nm, la curva tiene una
tendencia asintética para concentraciones elevadas. Por otra parte a 280 nm, la absorbancia
aumenta mucho mas rapidamente que la concentracién, pero como la linearidad es muy buena, a
esta longitud de onda se podrian leer concentraciones mucho mas bajas.

Al observar la influencia de la hidrdlisis sobre los valores de absorbancia, los resultados obtenidos
nos permiten ver que los valores de absorbancia de las soluciones hidrolizadas y aforadas con
solvente acuoetandlico, dan valores ligeramente superiores a partir de 10~° M. Sin embargo,
independientemente de la longitud de onda, del solvente o de la hidrdlisis, entre 10°y 3 x 107,
las variaciones de absorbancia son muy poco significativas (Fig. VI.27).

Haciendo la evaluacion comparativa de las tres curvas, para cada Amax , tenemos que la solucion
acuoetandlica hidrolizada presenta lecturas mayores de absorbancia. También podemos ver
claramente que para una misma concentracion tenemos absorbancias diferentes por que cada

curva tiene un coeficiente de Absortividad (¢) diferente; debido a la longitud de onda de lectura
(280 y 494 nm) o en una misma longitud de onda debido a la diferencia de tratamiento y/o de
solvente.

Como se menciond anteriormente (ecuacion II.1), la absorbancia es directamente proporcional
a (&); entonces tenemos:

A=cebec

por lo tanto:

_ A
bec

Tomando en cuenta las cuatro condiciones de analisis tendremos:

e

Tabla VI.22 Variacion de Absortividad en Solucién Acuosa Hidrolizada

Concentracior

1.0E-06
2.50E-06
5.00E-06
7.50E-06
1.00E-05
1.50E-05
2.00E-05
2.50E-05
3.00E-05
5.00E-05
7.50E-05
1.00E-04
PROMEDIO




Tabla VI.23 Variacion de Absortividad en Solucién Acuosa No-Hidrolizada

494 [nm]
Abs. €

1.0E-06 0.0067 6700
2.50E-06 0.0174 6960
5.00E-06 0.0356 7120
7.50E-06 0.0557 7427
1.00E-05 0.0741 7410
1.50E-05 0.1132 7547
2.00E-05 0.1491 7455
2.50E-05 0.1905 7620
3.00E-05 0.2305 7683
5.00E-05 0.3773 7546
7.50E-05 0.5711 7615
1.00E-04 0.7721 7721
PROMEDIO 7400

Concentracior

Tabla VI.24 Variacion de Absortividad en Solucion Acuoetandlica Hidrolizada

494 [nm]
Abs. €

1.0E-06 0.0072 | 7200
2.50E-06 0.0216 | 8640
5.00E-06 0.0371 | 7420
7.50E-06 0.0662 | 8827
1.00E-05 0.0897 | 8970
1.50E-05 0.1311 | 8740
2.00E-05 0.1798 | 8990
2.50E-05 0.2215 | 8860
3.00E-05 0.2793 | 9310
5.00E-05 0.4495 | 8990
7.50E-05 0.6962 | 9283
1.00E-04 0.9129 | 9129
PROMEDIO 8697

Concentracior




Tabla VI.25 Variacion de Absortividad en Soluciéon Acuoetandlica No-Hidrolizada

[

280 [nm]

Lo que en resumen nos

Concentracior

Abs.

S

1.0E-06

0.0313

31300

2.50E-06

0.0807

32280

5.00E-06

0.1583

31660

7.50E-06

0.2557

34093

1.00E-05

0.3212

32120

1.50E-05

0.4916

32773

2.00E-05

0.6363

31815

2.50E-05

0.8109

32436

3.00E-05

0.9935

33117

5.00E-05

7.50E-05

1.00E-04

PROMEDIO

da:

Tabla VI.26 Variacion de € en funcion de las condiciones de analisis

Acuoso

AcuoEtandlico

Long. Onda [nm]

Hidrolizado

No-Hidrolizado

Hidrolizado

No-Hidrolizado

494

9052

7400

8697

8515

280

33274

29802

34219

32399
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VI.3.1.2. Influencia del pH de Analisis

Para poder observar el comportamiento del espectro de absorcion en funcion del pH de analisis, se
tomd una solucidon patrén de andlisis (10 ° M) y se registraron los espectro de absorbancia a
diferentes valores de pH.

Tabla VI.27 Variacién del Espectro de Absorbancia en funcién del pH

Absorbancia

0.0781
0.3870
0.0809
0.3290
0.0751
0.3090
0.0854
0.3710
0.0810
0.3300
0.1420
0.0806
0.3125
0.1450
0.0660
0.2120
0.1920
0.1370
0.1150
0.3170
0.1960
0.1839
0.1489
0.3379
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Sobre la base de los resultados obtenidos podemos decir que en medio acido (hasta pH 5.0), el
espectro no cambia significativamente (Fig. VI.28) ya que los maximos de absorbancia se
mantienen (Tabla VI.27) pero se comienza a percibir la aparicién de un maximo de absorbancia
préximo a 330 nm.

0ély LAl 04 2
0354 pH: 2 - u 1% pH:5
pH:3 - pH: 4
g i Ak g E:wzw:
! x v [ [
P0E i § 0 £
f 8 ' t
o in 8o P
: 8 8 8
2 VB 2 B g 0L g i
¢ { { ¢
010 [ 0.0 ol
06 0.8 1
0 T T T ) 5 T T T | 0t T T T ) 10 T T T )
% 0 il 00 n 4 0 i) £ 06 0 il 0 g il Hid
Longitud de onda Longitud de onda Longitud de onda Longitud de onda

Fig. VI.28 Espectros de Absorbancia a diferentes pH (2.0 ; 3.0 ; 4.0 y 5.0)

A partir de pH 6.0 y hasta pH 10.0, en presencia de Na,COs3, la aparicion de un maximo de
absorbancia a 331 nm se hace evidente y su intensidad aumenta con el pH (Fig. VI.29); a pH
10.0 llega a tener la misma intensidad que la banda a 280 nm. En este rango de pH, también se
observa un efecto batocrémico de los maximos de absorcion; este fendmeno es mucho mas
evidente en el visible que en el UV.

1404 0401 0,40
.35 (.35 0.5
pH:6 pH:8 pH: 10
g 1304 g (01 g 0504
v v [
£ 0254 g ¢ 0.5
" 0 1
& id 4 &l
0 6 0
[
g b8 : 0 2 0.5
¢ ¢ q
1.0+ t0 0.10+
105 035 0,651
H‘OC T T 1 1 C‘:‘O T 1 ? 1 O‘CO 1 T T 1
e 403 51 5iC El) 4 502 £ 3t ) 500 )
Longitud de onda Longitud de onda Longitud de onda

Fig. VI.29 Espectros de Absorbancia a diferentes pH (6.0 ; 8.0 y 10)
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A partir de pH 12, en presencia de NaOH, las caracteristicas del espectro de absorcion cambia
muy significativamente (Fig. VI.30), ya que el efecto batocrémico se vuelve tan importante que
los maximos a 280 y 330 llegan a fusionar cerca de 300 nm. En el visible, se observa la aparicién
de otro maximo de absorbancia cerca de 530 nm, que a pH 12.5 tendra casi la misma intensidad
que el maximo a 567 nm.

0,35 - 0.35 1
53| NaOH i NaOH
pH: 12 pH:12.5
2 0254 3 0,254
’] "]
£ c
8 0.201 f 0,201
4 4
19 1
0 4 6 .
w015 § 015
a 4
< 0.10 4 q 0.10 4
0,05 0.05 4
0.00 T T T T T T 1 0.00 T T T T T d 1
300 400 500 500 300 400 500 600
Longitud de onda Longitud de onda

Fig. VI.30 Espectros de Absorbancia a diferentes pH (12.0 y 12.5)

También se ve que independientemente del tipo de base empleada, las caracteristicas del
espectro de absorbancia (Fig. VI.31) no cambian, efectivamente, a pH 10 tenemos los mismos
maximos tanto con Na,CO;z que con NaOH. De la misma manera podemos ver que en pH 11.0 en
UV, aln se observa los dos maximos bien diferenciados; a pH 12.0 ya comienza a presentarse el
fendmeno de colapso de bandas por el efecto batocréomico, generado por el cambio de pH.

Na,CO; L.24 NaOH NaOH
LA pH: 10 pH: 10 pH: 11

Absorbancia
Absorbancia
Absorbancia

[ T T T - - - | I : ‘ 4 ’ r y
i0) 401 5iC 3t 309 407 508 HIs 330 410 500 £03

Londitud de onda Londitud de onda Londitud de onda

Fig. VI.31 Espectros de Absorbancia a pH basico, con diferentes bases



98

Todo esto nos lleva a pensar que el cromoéforo principal va transformandose; ya sea por el
desplazamiento de los equilibrios acido-base en los que interviene o por que la presencia de otros
electrolitos modifican su entorno electrénico molecular. Efectivamente, tal como se reporta en la
bibliografial?%38!, el AC se comporta como un &cido trivalente con pK; = 2.91 ; pK, = 5.62 y
PKs; = 8.30 que corresponden a la disociaciéon del grupo carboxilico en la posicién 2 y de los
fenoles en las posiciones 5 y 8 respectivamente; es decir:

LH, - LH; + H* K - [LHEL]I—.I H]

LH; > LH2 + H’ K - [LH[ELZ H]

L] ]
JLH]

LH2 5L +H° K,

Donde:
LH3 : Es la forma totalmente protonada

LHZ_; LH?2 y L3 : Son las diferentes especies disociadas

Es de esta manera que a pH 3 y 4 tendriamos las especies LHs y LH2™ (Fig. VI.32), de color
naranja. A pH 4.2 tenemos Unicamente la especie LH2™ , mientras que a pH entre 4.5 y 6.5
tendriamos las especies LH2™ y LH'Z, con una coloracién roja caracteristica. A pH 6.96 tenemos
Unicamente la especie LH2. Finalmente, a pH entre 7.5 y 9.5 tendriamos, las mezclas de LH32 y
L'3, con una coloracién purpura oscuro. A partir de aproximadamente pH 9.5, tenemos

Unicamente la especie L-3. En estas condiciones el espectro de absorcidon cambia completamente,

lo que muestra la formacion de una o varias especies nuevas que podrian ser las formas
condensadas u otras.
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Abs. 1 Abs. t

j.00L f.,oo}

330 4;0 5.-.:o 600 ;;v: A 330 4.00 500 bod i;o !:k
[1 (3.0); 2 (4.0)] [3 (5.0); 4 (6.0); 5 (7.0)]
1
Abs
Abs
LFO L 1.50
035 ¢ 0,18
0 i 0,00 >
330 Yoo So0 600 Jop 5 ¥ A
[5 (7.0); 6 (8.0): 7 (9.0)] [8 (10.0): 9 (10.5); 10 (11.0); 11 (11.5)]

Fig. VI.32 Referencia de Espectros de Absorbancia a diferentes pH
[Ndm. Espectro (pH)] (287

Aunque los resultados reportados por la bibliografia fueron obtenidos con una solucién de AC 107
M, y nuestros resultados con 10> M, vemos que el comportamiento general del AC en funcién del
pH del medio es exactamente el mismo. Por todo esto, pensamos que seria de mucho interés

continuar el estudio con soluciones mas concentradas, pues vemos que la naturaleza de la especie
disuelta podria también variar con la concentracion.
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VI.3.1.3. Espectro InfraRojo

El espectro obtenido muestra bien las bandas caracteristicas del AC de referencia (Fig. VI.33),

es decir:

3450;

1640:

1450:

1410;

539
53
52
s
50
49
43
47
46
45

%T
24
43
42
41
40
39
38

o)

361

3030; 2940 y 2630:

Vibraciones de valencia O-H ; Cs,,3—H; Cspz—H y O-H en carboxilos condensados

Vibracion de valencia de C=0 en cetonas aromaticas, forma enol

Vibracion de valencia €=C en el plano

1300; 1250 y 1090
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Fig. VI.33 Comparacion de Espectros de IR de AC
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VI.3.1.4. Espectro RMN

Los productos fueron analizados por RMN-'H y por RMN-3C; los espectros registrados fueron
comparados con los reportados en la bibliografial??!. De esta manera podemos constatar que la
Resonancia de Protén (Fig. VI.34) muestra tres regiones bien diferenciadas; entre 3.0 y 4.7 el
nucleo glucosidico, entre 4.5 y 5.7 los fenoles y finalmente por encima de 7.0 la parte aromatica y
el carboxilo, es decir:

0:2.68 ppm Es el grupo metilo que se encuentra sobre C-1
0:3.0a4.2 ppm Estructura de la glucosa
0:4.69y4.73 ppm Un doblete correspondiente al hidrégeno sobre el carbono

anomero de la glucosa

0:4.5a5.7 ppm Banda ancha que corresponde a los hidrogenos acidos de los
fenoles
0 :7.69 ppm Hidrogeno aromatico sobre C-4
d0:11.5 ppm Banda ancha que corresponde al hidrégeno carboxilico
ll_pl.ﬂl,._rin"h__-.l
g.
;-
;.
:
il
—— [N S—
.I "I‘ 1 lt:..l 9.:0 S:I mni IT." ‘:'. l:b [} ﬁ:ul nrem ll.IHI nin BI" 1 ::D 1 b

Fig. VI.34 Espectro de RMN-'H del AC
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Por otra parte, el espectro de Resonancia del Carbono (Fig. VI.35) nos muestra también dos
regiones bien distintas; entre 60 y 85 ppm la estructura glucosidica, entre 104 y 162 ppm la
fraccion aromatica de la estructura antraquinona y finalmente entre 166 y 187 los carbonilos
cetdénicos del carboxilo, es decir:

0:20.5 ppm Es el grupo metilo que se encuentra sobre C-1
0:de 60 a 85 ppm Estructura de la glucosa
0:de 104 a 162 ppm Son los 12 carbonos correspondientes a la parte aromatica del

nucleo Antraquinona.

O0:de 166 a 187 ppm Se encuentran: el carbono del grupo carboxilico y los dos
carbonos cetdnicos de la estructura Antraquinona.

%1, 83 &8 67 6% 11 13 18 A3 18 31 23 33 31 38 M A3

i Sty

e tMa  Nep | IS L, N4 1m8 JIs, e e me PP g0 mp e e g

a1

Fig. VI.35 Espectro de RMN-'3C del AC
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VI.3.2. Evaluaciones Cuantitativas

Después de haber estudiado cualitativamente la incidencia de los diferentes factores operativos
durante el analisis del AC, se observdé también de que manera estos factores incidian en la
cuantificacion del AC, durante el analisis de diferentes tipos de muestras (grana, extracto y laca)
y en diferentes condiciones de analisis (Tabla VI.28). Para este efecto se tomd un extracto
obtenido por el método optimizado y se midié la absorbancia en medio acuoso con hidrélisis acida.
Este valor de absorbancia fue leido en las diferentes curvas patrén para poder realizar la
evaluacion comparativa.

Tabla VI.28 Cuantificacion de AC con diferentes Métodos

Grana Extracto Laca
Anadlisis Conc. AC
[0.1 g] [1.0 g] [100 mg]
Abs. 0.3076 0.1066 0.6483
Férm. I 22.13 0.38 46.64
Form. II 17.61 0.31 37.12
3.76E-05 | 1.20E-05 | 8.09E-05
A-Hz
18.48 0.30 39.79
4.03E-05 | 1.42E-05 | 8.45E-05
A-NHz
19.83 0.35 41.60
3.38E-05 | 1.20E-05 | 7.08E-05
AE-Hz
16.64 0.30 34.84
3.57E-05 1.26E-05 | 7.49E-05
AE-NHz
17.59 0.31 36.85
FormulalI : A X 100
A = A*100
139x1xc¢
F la II: 15x A
ormila it [wAc]= -2« 100
0.262 x W
Donde: c: concentracion en g/l.

W : peso de la muestra en mg.

La evaluacién comparativa de los resultados nos permite constatar que:

Los porcentajes calculados con las formulas muestran que los valores obtenidos con la
formula I son superiores a los encontrados con la formula II. Tal como fue reportado por la
bibliografial®®/, esta diferencia se debe al comportamiento asintético de la curva de
Absorbancia en funcion de la concentracion de AC, esto quiere decir que en el caso de la
formula I, la Absorbancia leida (13,9) seria menor que la prevista por la Ley de Lambert-
Beer haciendo que, independiente del tipo de muestra, el % de AC calculado sea mayor
que el real, en aproximadamente un 25 %.
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Tomando en cuenta esta diferencia de valores y el hecho que la muestra analizada tuvo una
hidrolisis acida previa, ahora debemos comparar los resultados obtenidos con la formula II y los
valores obtenidos con la curva de referencia hecha con el patrén hidrolizado en medio acuoso, es
decir la técnica normal. Cuando nosotros hacemos esta comparacion vemos que los resultados
obtenidos con la curva patrén son ligeramente superiores a los obtenidos por calculo con la
féormula II, sobre todo con la grana y la laca. Esto puede explicarse por el hecho que una curva
patrén es el resultado de por lo menos 6 mediciones, mientras que las formulas son el resultado
de una sola medicion donde se ha forzado el paso por el punto (0,0); es decir que una curva
patréon describe de manera mas real el comportamiento de la absorbancia en funcion de la
concentracion, en condiciones similares de analisis.

Es muy importante hacer notar que el valor de absorbancia (0.262) de una solucién que tiene 15
mg/L (3.05 x 10 M) , utilizado en la férmula II; fue corroborado experimentalmente (0.258) para
una concentracion de 3.00 x 10> M (Tabla VI.19).

Tal como se vio anteriormente (Fig. VI.22), la curva del patrén No-hidrolizado tiene una
pendiente ligeramente inferior a la del patréon hidrolizado; esto quiere decir que cuando se lee una
absorbancia determinada en la curva del patrén No-hidrolizado, la concentracion obtenida es
siempre ligeramente superior a la obtenida en una curva de patrén hidrolizado. Este mismo
fendmeno es observado cuando el solvente de afore es la mezcla acuo-etandlica (Fig. VI.24).

Por otra parte podemos ver que la pendiente de las curvas patron obtenidas en medio acuoso,
independientemente de la hidrdlisis, tienen siempre una pendiente menor que las tomadas en
medio acuo-etandlico. Esto quiere decir que probablemente sea el mayor grado de solvatacion del
cromoéforo el que disminuye la eficiencia de absorcidn de la luz incidente (Fig. VI.25).

Finalmente se puede sefialar que los resultados de porcentaje de AC obtenidos con las curvas
patrén, son similares o ligeramente superiores a los valores obtenidos con la férmula II; pero son
ligeramente inferiores a los valores obtenidos con la formula I
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VI.4. SEPARACIONES CROMATOGRAFICAS

EOT :Acuoetanolico (Parrafo v.4.1)

Como resultado de la separacion cromatografica en columna se obtuvieron 40 porciones de 10 ml
cada una vy una porcion final de lavado de 100 ml.

Lo primero que se pudo observar (Fig. VI.36) es que la mayor parte de los componentes del
extracto salen en las cinco primeras porciones (1-5) y de ahi en adelante se obtienen solutos que
tienen todas las caracteristicas del acido carminico (6 - fin) y/o de alguno de sus isémeros.

AC EOT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

AC: acido carminico, EOT: extracto organico total.

Fig. VI.36 TLC de Cromatografia en Columna, extracto Acuoetandlico neutro.

Tomando en cuenta el color de las porciones y la distribucién de solutos UV-activos en las
mismas, decidimos agruparlas en 8 fracciones ( Tabla VI.29).

Tabla VI.29 Fracciones de la Cromatografia en Columna

Porcion| Coloracion

1 Amarilla
Café
Café- rojizo

2
3
4 Plrpura
5 Rojo purpura

6al5

Naranja

16 a 40

Naranja claro

Final

Naranja claro
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Todas y cada una de las fracciones (A-F) fueron concentradas a temperatura ambiente durante 1
dia para realizar los analisis correspondientes (Fig. VI.37 y VI.38). Las fracciones G y H fueron
concentradas en una estufa con circulacién de aire a 35° C durante una noche.

La cromatografia en placa, de estas fracciones concentradas (A-6) (Fig. VI.37), muestra que las
fracciones A y B pueden ser desechadas mientras que la fraccién € presenta cinco compuestos,
tres de los cuales son abundantes y bien definidos y los otros dos se presentan como manchas
muy difusas.

Tabla VI.30 Relacion de frentes de las fracciones concentradas

AC EOT A B C D E F G

Fig. VI.37 Placa TLC de las fracciones concentradas

Ahsaorbancia

Longitud de Cnda (nm)

Fig. VI.38 Espectros UV-VIS de las fracciones concentradas
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También se pudo constatar que en la fraccién C concentrada, se forma un precipitado (C.);
después de centrifugar y separar ambas fases (Esquema 3), se las analizé independientemente

por TLC, en las mismas condiciones que las otras fracciones.

Hexano

Esquema VI.3 Separacion de la fraccion C

Tabla VI.31 Relacion de frentes de las fracciones C.

G

CSa

Cs

Ci

C;

Después de realizar los analisis, el sobrenadante (C;) fue dividido en dos porciones:

Fig. VI.39 TLC de las fracciones de C

La primera porcion fue tratada con Hexano con el fin de extraer los posibles contaminantes
grasos. Sin embargo, al adicionar el Hexano comienza a formarse un precipitado esponjoso
de color amarillo (C4), dejando el sobrenadante (C3). Ambas fases fueron separadas y

analizadas independientemente por TLC.
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La segunda porcion (Cs) fue aplicada sobre una placa cromatografica (20 x 20 cm) para hacer una
separacidon preparativa y recuperar dos fracciones Cs, y Csp

b >

Fig. VI.40 TLC Preparativo de la fraccién Cs

Cs

Las dos fracciones fueron raspadas con espatula y recuperadas con metanol a través de una
pipeta Pasteur obstruida con lana de vidrio en la parte inferior y posteriormente fueron analizadas.

El andlisis de estos espectros nos permite ver que los compuestos que se mantienen casi siempre
en solucion presentan las principales funcionalidades caracteristicas del acido Carminico
(vibraciones OH, Csp3 - H, Csp2 - H, C=0, C=C), indicando que éste compuesto y probablemente
alguno de sus isdmeros se encuentran al estado libre (Fig.VI.41). De la misma manera todas
aquellas muestras que han sido concentradas o precipitados antes de el analisis muestran en sus
espectros un cierto grado de polimerizacion de los componentes de color (Fig.VI.42).

Estos resultados espectrales confirman nuestras observaciones experimentales ya que toda vez
gue la solucion de carmin era evaporada a sequedad los residuos se volvian muy dificilmente
solubles.

an00.0 3600 3200 2800 2400 2000 1200 1800 1400 1200 1000 800 600 4500
amcl

Fig. VI.41 Espectro IR de la fraccion Cs
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Fig. VI.42 Espectro IR de la fraccion C,

EOT :Acuoetandlico [con Na,CO; y EDTA] (Parrafo V.4.2)

Como resultado de la separacion cromatografica en columna se obtuvieron 40 porciones de 10 ml
cada una vy una porcion final de lavado de 100 ml.

Lo primero que se pudo observar (Fig. VI.43) es que la mayor parte de la separacion de los
componentes del extracto salen en las primeras 8 porciones y de ahi en adelante se obtienen
solutos que tienen todas las caracteristicas del acido carminico y/o de alguno de sus isdmeros.

O O
O O

ONONONORONE)
OO0OO0OO0OO0OO0O OO0 O
O OOO0

O““i e ..

g
> O
O

AC EOT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Fig. VI.43 TLC de Cromatografia en Columna, extracto Acuoetandlico Basico.
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Tabla VI.32 Relacion de Frentes de las porciones 1 a 14

Tomando en cuenta las porciones y la distribucion de los solutos UV-Activos en las mismas,
decidimos agruparlas en 4 fracciones (Tabla VI.33)

Tabla VI.33 Fracciones concentradas

Porcién |COLORACION| Fraccién

Amarilla eliminar

Café A

Café- rojizo |B

Parpura C
D

Rojo purpura

adelante

Sobre la base de las cromatografias de placa (Fig. VI.36 y VI.43) podemos ver que,
independientemente de que la extraccion sea hecha con solvente basico o no, la distribucién y
composicion de las porciones es practicamente la misma; es decir, la mayor parte de los
compuestos extraidos salen en las 12 primeras porciones y en todas las siguientes sale
Unicamente el AC . Por otra parte, podemos constatar que las fracciones 1 a 3 o 4 presentan 5
compuestos que se los pueden poner en evidencia con una lampara UV a 365 nm, gracias al
revelador que contiene la placa, pero no se observa un cromoforo en el visible. Estos resultados
son corroborados por los espectros de absorcion las diferentes fracciones (Fig. VI.38).
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VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Tomando en cuenta los resultados experimentales se puede ver que la utilizacion de un solvente
acuoetanodlico no incide significativamente sobre los resultados cuali-cuantitativos de la
extraccién; pero tiene un efecto positivo muy importante en la conservaciéon de los extractos.

La utilizaciéon de una base para facilitar el proceso de extraccion nos permite ver que se deben
evitar bases muy fuertes como el NaOH (pH superiores a 12) ya que en esas condiciones hay un
rapido deterioro del color y una interferencia directa en la formacion consecutiva de la Laca.

La concentracion optima de Carbonato, como agente de basificacion del solvente de extraccién, es
el resultado de las pruebas experimentales que nos mostraron que cuando la concentracién es
menor de 10 %, el colorante extraido se compacta mas y el AC disponible es menor por que
aumentan los insolublest®®?, aunque el andlisis de las lacas asi obtenidas da porcentajes por
encima del 60 %. Cuando la concentracion de Carbonato es superior a 10 %, los rendimientos
globales no se incrementan significativamente pero los costos se incrementan rapidamente.

La concentracion de EDTA fue establecida tomando en cuenta que cuando la concentracion es
muy baja, el producto obtenido se oscurece rapidamente durante las operaciones posteriores y en
funcion del tiempo de almacenamiento.

Con todo lo anteriormente establecido se pudo definir las condiciones operativas de extraccion en
los siguientes términos:

El solvente de extraccidon es una solucién acuoetandlica (70:30 v:v) de Na,COs 1.9 x 1072
M (10 % en peso, en relacion al peso grana seca) y de EDTA 2.97 x 10° M (3 % en peso,
en relacion al peso grana seca). La cantidad de la solucién utilizada, depende de la
cantidad de grana a extraer.

Manteniendo la temperatura del solvente a 70 °C, se suspende el material sélido (grana
himeda, grana seca entera o grana seca molida) en el solvente y la extraccion se la realiza
directamente por medio de una molienda mecanica eficiente de alta velocidad.

La filtracion es una etapa muy importante del proceso, a nivel piloto se realizé6 por medio
de una centrifugacién, en un sistema rotativo vertical. El uso de ayuda filtro, a nivel de
laboratorio, como la Celite®, hacen que el proceso sea muy lento ya que la colmatacién de
la capa filtrante es inmediata.

Tanto para la preparacién de soluciones de carmin como para la preparacion de
formulaciones hidrosolubles, toda vez que sea necesario concentrar los extractos, la
operaciéon se debe realizar primeramente en un evaporador rotativo en bafio maria que no
exceda 40 °C y con alto vacio. El secado final se realiza en una estufa a circulacion de aire
y cuya temperatura no exceda 35 °C.

El procedimiento tradicional de estabilizacion, siempre fue la preparacion de la laca calcio-
aluminica en medio acuoso, obteniéndose un producto seco soluble en medio basico. La
utilizacién de soportes organicos, para la estabilizacién del colorante, previa concentracién
de los extractos, nos permite obtener productos secos que son totalmente solubles en
medio acuoso neutro, alcalino o acido, ampliando las posibilidades de aplicacidn.
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Los analisis cualitativos de acido carminico nos permiten ver que si bien es posible hacer la lectura
de absorbancia tanto en el visible como en el ultravioleta, los analisis a 280 nm, no son muy
confiables ni reproducibles debido a su elevada Absortividad (Epsilon), ya que para pequeiias
variaciones de concentracidn nos dan valores de absorbancia que salen de los rangos de
aplicabilidad de la Ley de Lambert-Beer; sin tomar en cuenta que a esa longitud de onda pueden
también absorber muchos otros compuestos, tal cual constatamos en los andlisis de los extractos
decolorados en medio basico, que no tienen absorbancia en el visible por la pérdida del cromdforo
principal pero mantienen una absorbancia significativa en el ultravioleta; lo que puede conducir a
graves errores de cuantificacion.

También se observa que el solvente acuoetandlico no incide significativamente en la sensibilidad
ni en la linearidad de la absorbancia en funcién de la concentracién; sin embargo, el intervalo de
linearidad segun la Ley de Lambert-Beer se verifica sélo en un intervalo de concentracion que va
de 10°® a 10 M. Para valores de concentracién mayores a 10% M (49.2 mg/l) se verifica una
tendencia asintdtica de la curva, tal como es reportado en la literatura'®®.

Por otra parte se puede evidenciar que la hidrdlisis acida de la muestra a ser analizada es muy
importante para la confiabilidad de los resultados; ya que es de ésta manera que se asegura la
preponderancia de una sola especie quimica, evitando una variabilidad de los maximos de
absorcion en el visible.

Sobre la cuantificacion de AC en diferentes productos (Tabla VI.28), podemos decir que el uso
de las formulas propuestas en la bibliografia conduce a resultados bastante diferentes, si bien la
formula I nos da porcentajes ligeramente superiores, incluso a los valores obtenidos por medio de
las curvas patron; sus resultados no son confiables porque la absortividad de referencia esta fuera
de los limites de linearidad de la Ley de Lambert Beer.

Aunque el analisis es mucho mas largo y costoso, los resultados de concentracidon obtenidos por
medio de las curvas patréon son mucho mas precisos y confiables y como era de esperar son los
gue mas se aproximan a los obtenidos con la férmula II.

Es importante hacer notar que cuando los anadlisis del AC de referencia son realizados sin
hidrolizar se obtienen resultados en exceso.

Dadas las caracteristicas estructurales de los componentes de color del carmin; la aplicacién
analitica y preparativa de las técnicas cromatograficas tiene limitaciones significativas. Esto se
debe principalmente a que el pH puede ir cambiando durante el proceso de separacién, haciendo
en éste caso que las especies quimicas cambien en funcién del tiempo, lo que dificulta su
aplicabilidad y eficiencia.

Considerando que éste trabajo se basd en la consolidacién de los conocimientos cientificos y
técnicos de este colorante, con el objetivo primordial de mejorar su explotacién; como
recomendacion y seguimiento a este trabajo se considera adecuado el estudio de su aplicacién en
diferentes productos alimenticios y cosméticos. En el area medica se estan realizando estudios de
productos anticancerigenos, entre los que esta considerado el Acido Carminico; esto quiere decir
gue un estudio sistematico para su separacién y purificacion (tanto del AC como de los otros
componentes) seria fundamental, tanto desde el punto de vista cientifico como tecnoldgico.
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