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RESUMEN

RESUMEN

En el presente trabajo se realizé el estudio del comportamiento electroquimico fundamental
del acido kermésico obtenido por hidrélisis acida a partir de acido carminico extraido de grana
cochinilla (Dactylopius coccus costa) como una alternativa de uso para el coloreado de alimentos
y/o bebidas.

Se realiz6 la extraccién de acido carminico a partir de 100.0 g de grana cochinilla comercial
mexicana, por ebulliciébn en agua destilada (5 extracciones con 300.0 mL cada una), se concentrd
en rotavapor y se llevo a un volumen de 250.0 mL; su cuantificacion se efectué por medio de una
valoracion acido-base. Con el procedimiento descrito el rendimiento de extraccion fue de 23.3 %.

Posteriormente el acido carminico se expuso a una hidrélisis acida para obtener acido
kermésico, para ello se tomaron 100.0 mL del extracto, se adicionaron 2.0 mL de &cido sulfurico
concentrado y se dejo en ebullicién durante 15 minutos; después se filtr6 para separar los residuos
de materia organica excedente y se separ6 de la glucosa en la disolucion.

El acido kermésico obtenido se cuantificO por métodos volumétricos y se determind el
porcentaje de extraccion, 36.8%. Por cromatografia en capa fina (CCF) en silica gel, se
determinaron los valores de R de 0.65 para &cido carminico y 0.77 para acido kermésico al utilizar
agua como disolvente y una mezcla 40:60 de acetato de etilo-metanol como eluyente.

El analisis electroquimico se efectu6 por polarografia clasica (PC) y polarografia diferencial
de impulsos (PDI) con nitrato de potasio 0.2 M como electrolito soporte; el dominio de
electroactividad se establecié de -1800 mV a 200 mV con una velocidad de barrido de 5 mVs™. Los
valores de potencial de media onda se obtuvieron mediante un analisis matematico.

En este medio, se observaron tres sefiales a potencial de media onda de E%,= -325 mV,
E%,= -460 mV y E*, = -952 mV; la segunda sefial presentd la mejor linealidad (r* = 0.9945) y es

adecuada para su cuantificacion (LDD =8.2 x 10° mol L"), probablemente esta directamente
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relacionada a la reduccién del acido kermésico, mientras que las otras sefale se deban a
fendbmenos de trasferencia no regidos por difusion convectiva, absorciones o equilibrios quimicos.

Por otro lado, se realizaron pruebas a la gota entre &cido kermésico (CisH100sg) y las
siguientes sales: cloruro de calcio (CaCl,), sulfato ferroso (FeSO,), cloruro de aluminio (AICI),
cloruro de estroncio (SrCl,), cloruro estanoso (SnCl,), cloruro de zinc (ZnCly), nitrato de plata
(AgNQO:3), cloruro de manganeso (MnCl,), sulfato de magnesio (MgSOQ,) y nitrato de cobre Cu(NO3),
en medio acido y basico.

En medio acido se observaron cambios apreciables de color (posible formacién de
complejos) entre el acido kermésico y la mayoria de los cationes estudiados, excepto con calcio y
cobre. En medio basico, el cambio de color respecto al color del kermésico en este medio no fue
notorio con manganeso; con calcio, fierro, estroncio, magnesio, zinc y plata incluso se observo
precipitacion.

Se realizaron valoraciones de kermésico con cloruro de calcio 0.02054 M, cloruro de
aluminio 0.02616 M y sulfato de magnesio 0.02717 M por polarografia clasica y polarografia
diferencial de impulsos en disolucibn amortiguadora de boratos a pH 10 y se determinaron las
posibles estequiometrias de los complejos formados. Para cada uno de estos cationes se
encontraron dos posibles estequiometrias, para aluminio AlL; y AlsL,; en el caso de calcio CalL y

Ca,L; para cada complejo formado con magnesio, MgL y Mg.L, igual que con calcio.
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1. INTRODUCCION

En el mercado se pueden encontrar una gran variedad de productos en los que el color
representa la eleccion de alguno sobre otro, permite identificarlos, clasificarlos y constituye un
parametro de calidad. Conocer la quimica de los colorantes permite controlar el color y su
estabilidad en el medio al que se tengan que adicionar asi como las cantidades necesarias para
obtener los colores deseados con Buenas Practicas de Fabricacién (BPF) y un adecuado control
de calidad.

En el coloreado de los alimentos procesados se han utilizado colorantes de sintesis pero
muchos de ellos han sido prohibidos para su uso alimenticio por su toxicidad y efectos a largo
plazo (carcinogenicidad, principalmente). Se han identificado problemas con ciertos colorantes
azoicos, especialmente con FD&C Rojo No. 3 (eritrosina), FD&C Rojo No. 40 (rojo allura) y FD&C
Amarillo No. 5 (tartrazina), por lo que en la actualidad se ha incrementado nuevamente el interés
por los colorantes naturales.®

El estudio quimico de colorantes naturales es fundamental para ampliar su uso en
alimentos, esto con el fin de proporcionarles un valor estético dado que durante el procesamiento o
almacenamiento se modifican las propiedades, llegando incluso a deteriorarse, ya que la
estabilidad de los pigmentos naturales depende de factores tales como la presencia de luz,
metales pesados, temperatura, agentes oxidantes o reductores, actividad del agua y pH.®

Entre los colorantes naturales mas utilizados desde tiempos remotos como fuentes de
pigmentos rojos, se encuentran el acido kermésico y el acido carminico, ambos obtenidos de los
cuerpos secos de las hembras de insectos parasitos Coccus ilicis y Dactylopius coccus costa
respectivamente, que al formar complejos con algunos iones metalicos se obtienen lacas de
colores brillantes y quimicamente estables; sin embargo la informacién y el estudio quimico sobre

estos colorantes es limitado, sobre todo para el acido kermésico.
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En México el uso de grana cochinilla se remonta a la época prehispanica, donde los
aztecas incluso pedian tributo a otras poblaciones consistente en costales de cochinilla; se usaba
en el teflido de telas, objetos, alimentos, entre otros. La produccion de cochinilla fue muy
importante durante la época colonial, finales del siglo XVI hasta mediados del siglo XIX,
constituyendo el tercer producto de exportacién a Europa después del oro y la plata.®

La produccién de grana cochinilla en México actualmente es limitada y no figura como
productor a nivel mundial. Pera es el principal productor con el 80% del mercado mundial, seguido
por las Islas Canarias con el 10%, Chile 8% y Bolivia con el 2% restantes. El mercado nacional e
internacional esta en aumento dadas las restricciones sobre el uso de colorantes artificiales, esto
hace necesario el estudio de nuevos métodos de obtencién y andlisis de colorantes naturales.®®

Las sustancias que se agregan intencionalmente a los alimentos (aditivos), deben ser
reguladas por ley apoyandose en métodos cientificos y estudiandolas bajo las condiciones en que
se intenta utilizarlas. La clasificacion GRAS (generally regarded as safe, por sus siglas en inglés)
es designada por la comunidad cientifica, un aditivo que esté dentro de esta clasificacién esta
exento de certificaciébn. Los colorantes naturales son considerados GRAS en su mayoria, sin
embargo cada pais se reserva el derecho de aceptar o rechazar esta clasificacion.

La Food and Drug Administration (FDA) define como colorante a la sustancia que posee
una pureza de grado alimenticio y estad certificado con un numero FD&C (food, drug and
cosmetics, por sus siglas en ingles) para uso en alimentos, medicamentos y cosmeéticos; los
colorantes exentos de certificacidbn son pigmentos naturales o colorantes sintéticos idénticos al
natural. La Comunidad Econdmica Europea (CEE) le ha asignado a cada colorante permitido un
ntmero E comprendido entre 100 y 180.“*)

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién para los Alimentos y la
Agricultura (FAO) implementaron el Codex Alimentarius, creado en 1963, como un intento de

armonizar las regulaciones entre paises; han disefiado la Ingesta Diaria Aceptable (IDA) para
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aditivos situandolos en tres listas A, B o C. Los aditivos encontrados en la lista A subparte A-1 son
considerados sin riesgo para el consumidor, contiene 15 colorantes incluidos 6 artificiales. La IDA
para el 4cido carminico es 5 mg/Kg de peso corporal.*®

En México la norma oficial mexicana NOM-119-SSA1-1994, se encarga de regular el uso
asi como las especificaciones fisicas, quimicas, de identidad y pureza de colorantes organicos
naturales permitidos en alimentos, entre los que figura la cochinilla con un contenido de &cido
carminico no menor al 1.8 % para extractos y no menos de 50 % en lacas de carmin; la NOM-038-
SSA1-1993 regula el uso de los colorantes organicos sintéticos.”

México es un pais importador de carmin por lo que la investigacion para la obtencién de
nuevos productos derivados de la cochinilla y mejora de los ya existentes, representa una
aportacion para cubrir la demanda de colorantes naturales. El cultivo de grana cochinilla se ha
vuelto nuevamente una actividad rentable y una posible fuente de captacién de divisas en el

mercado internacional.
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2.1. GENERALIDADES

La apariencia de los alimentos es tan importante como su sabor e influye en su percepcion;
es decir, el consumidor asocia el color al sabor de los alimentos, a su calidad y frescura. La
conservacion del aspecto de los alimentos que han perdido sus colores naturales durante su
procesamiento asi como la reduccion de variaciones entre lotes de produccion, se puede corregir
mediante el uso de colorantes.

Los colorantes sintéticos han sido percibidos cada vez mas como indeseables o
perjudiciales para los consumidores, por lo que en la actualidad se ha incrementado
considerablemente la demanda de colorantes naturales, como es el caso del acido carminico de la
grana cochinilla, debido a la prohibicibn de colorantes rojos sintéticos, principalmente. La
produccion de cochinilla se ha vuelto de nuevo una actividad rentable.

El uso de colorantes artificiales comienza a finales del siglo XIX con colorantes derivados
de alquitranes que rapidamente reemplazaron a los colorantes naturales debido a su bajo costo y
variedad de tonos, aunque sin preocuparse por el aspecto toxicolégico. Algunos compuestos de
cobre, plomo y arsénico muy toxicos fueron utilizados para colorear fraudulentamente los
alimentos.

Es hasta el afio de 1906 que se crea la primera ley federal integral de proteccion al
consumidor en Estados Unidos, la Ley de Alimentos y Medicamentos, que prohibia productos con
etiquetados engafiosos, sin embargo, muchos productos adulterados siguieron causando graves
dafios en la salud, por lo que en el afio de 1938 se promulgo la Ley de Alimentos, Medicamentos y
Cosméticos, estableciendo controles de calidad mas estrictos.

La enmienda de 1958 regula el uso de aditivos en alimentos (Food Additives Amendment)
en la que estan exentas de regulacién las sustancias aprobadas anteriormente a esta enmienda y

las sustancias denominadas GRAS; establece la certificacion para colorantes sintéticos. En 1960
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se implementa una enmienda para colorantes asi como la Clausula Delaney, ella establece que
ningun aditivo que demuestre causar cancer en el hombre o en animales de laboratorio, no
importando la dosis, no puede ser usado en alimentos. Esta ley y sus enmiendas siguen vigentes
actualmente. ™

Para la Uni6n Europea, el Consejo de Europa ha emitido directivas de legislacion de
aditivos, basado en estudios realizados por el Comité Cientifico de la Alimentacion Humana; se
toma como referencia la Directiva 89/107/CEE, que se desarrolla a través de las Directivas
94/35/CEE sobre edulcorantes, 94/36/CEE sobre colorantes y 95/2/CEE sobre aditivos, distintos
de colorantes y edulcorantes.®?

La legislacion mexicana sobre aditivos se encuentra referida en el Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y
Servicios de 1988; aqui se asigna el grupo 8 a colorantes clasificAndolos en: a) colorantes
organicos naturales, b) colorantes organicos sintéticos o colorantes artificiales y c¢) colorantes
minerales. Se hace énfasis en las condiciones de uso de los aditivos prohibiendo ser utilizados
con fines de ocultar una calidad deficiente.”*?

La investigacion sobre colorantes naturales es necesaria para establecer sus
caracteristicas fisicas y quimicas, permite conocer las condiciones de temperatura, pH y de
agentes oxido-reductores, gue modifican sus propiedades; asi, se logran conocer las cantidades
necesarias para obtener los resultados de color deseados, no sélo en alimentos sino también en
otros campos de aplicacion (textil, farmacéutica, cosmética, etc.).

Las técnicas analiticas mas usadas en la investigacion de colorantes naturales son: la
espectroscopia UV-visible y la cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) acoplada a
espectrometria de masas. Con estas técnicas se ha podido conocer, que la grana cochinilla
también contiene cantidades pequefias de acido kermésico, acido flavokermésico y cuatro

especies colorantes no identificados denominados como dcll, dclll, dclV y devil. 2
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Las investigaciones sobre acido kermésico son escasas y no se tiene informacion
suficiente sobre sus propiedades, lo poco que se conoce sobre este colorante ha sido en su
mayoria por las investigaciones sobre &cido carminico. Debido a la falta de informacién
bibliografica respecto al estudio electroquimico del acido kermésico, se ha tenido que acudir a
sistemas analogos y a modelos quinénicos de caracter general para las siguientes

consideraciones:

e La antraquinona y sus derivados, son facilmente reducidos a antrahidroquinona (e incluso
formacion de dimeros) y la forma cetdnica oxantrona, obteniéndose una amplia variedad de
productos, segun las condiciones en las que se lleve a cabo la reaccion.

e Al estudiar la reduccion de antraquinona y sus derivados, debe tenerse en cuenta que la
reduccion parcial de los grupos quinénicos a menudo tiene gran influencia sobre la

estabilidad de los grupos unidos al anillo.*?

Las técnicas electroanaliticas son capaces de proporcionar limites de deteccion bajos y
una abundante informacién de caracterizaciébn quimica, que describe a los sistemas tratables
electroquimicamente. Tal informacion incluye la estequiometria y la velocidad de transferencia de

masa, asi como las constantes de velocidad y de equilibrio de reacciones quimicas.

2.1.1. Colorantes

Un colorante es cualquier sustancia quimica que transfiere o presta color a otras
sustancias. El color es una propiedad de la materia relacionada con el espectro de la luz y su
capacidad para emitir cantidades de energia que estimulen la retina del ojo (depende de la
sensibilidad individual); se percibe cuando la energia tiene longitudes de onda entre 380 y 780 nm,
intervalo conocido como luz visible. Cuando en una sustancia existen solo enlaces saturados o
enlaces insaturados aislados, absorbe en la regién ultravioleta (UV) del espectro

electromagnético, por lo que se perciben incoloras.®
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En las moléculas que absorben radiacion en la region visible, los electrones mas externos
ubicados en niveles basales se mueven a niveles de mayor energia, la energia absorbida es
disipada mediante vibraciones, rotaciones, deformandose o emitiendo fotones que permiten
obtener los espectros de emision de la molécula cuando regresa a su estado basal. El color que
observamos es la combinacion de todas las longitudes de onda que la molécula no puede aceptar
y que son rechazadas. Muchas de sus aplicaciones estan relacionadas con la forma en que
absorben o emiten luz.

Estas moléculas poseen agrupamientos de atomos que originan el comportamiento global,
los grupos “cromdéforo” y “auxocromo”. Generalmente el grupo croméforo es insaturado y mas
susceptible de sufrir transiciones electronicas al absorber radicacion UV-Visible; los grupos
carbonilo C=0, alcoxi C-O", azo —N=N- y nitrito NO, son algunos ejemplos. El grupo auxocromo
generalmente es saturado, al estar unido al grupo cromdforo altera la longitud de onda y la
intensidad de la absorcién electronica; como ejemplos se encuentran los grupos hidroxi —OH,
amino —NH, y halogenuro F, Cl, Bry I. ¥

La fisica estudia los fendmenos visuales entre la luz y la materia, establece relaciones
entre algunos parametros medibles de la luz y las sensaciones visuales; caracteriza las
radiaciones de acuerdo con su espectro (valor de la radiacién en funcién de su longitud de onda).
Isaac Newton aport6 las primeras explicaciones de Optica del espectro del color con la descripcién
de sus experimentos, estudiando la desviacién de la luz mediante un prisma. La dispersion de los
colores que se obtienen a partir de la luz blanca permite comprender la compleja estructura de la
luz natural.*®

Oponiéndose a Newton, Johann Wolfgang von Goethe en su Teoria de los Colores,
sostuvo que el espectro continuo es un fendmeno complejo. Observé que con una mayor apertura
del haz de luz se pierde el espectro; se manifiesta un borde de color rojizo-amarillo y el otro borde
de color azul-cyan, con tonos de blanco entre ellos y el espectro sé6lo se plantea cuando estos
bordes se acercan lo suficiente a la superposicion de los colores. Manifestd que los colores hacen

su aparicién como fendbmenos en la frontera entre la luz y la oscuridad.
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Aunque las teorias de Goethe no fueron puestas nunca en practica, debe de reconocérsele
el mérito de haber planteado la contradiccién de una teoria fisica absoluta frente a la concepcion
psiquica y subjetiva y las sensaciones luminosas. La radiacién luminosa es un estimulo habitual
del sistema visual, sin embargo, el color no puede ser reducido a un fenémeno fisico ya que el

dominio de las percepciones visuales es mucho méas amplio que el inducido por la luz.*®

2.1.2. Clasificaciéon de colorantes

Los colorantes se dividen en naturales y sintéticos; los colorantes sintéticos se obtienen
mediante procesos quimicos industriales. Los colorantes naturales son de origen vegetal, animal o
mineral, segln su estructura quimica se clasifican en diferentes grupos: nitroso, nitro, azoico,
estilbeno, difenilmetano, triaril metano, xanteno, acridina, quinolina, metina, tiazol, indamina,
indofenol, azina, oxazina, tiazina, aminocetona, hidroxicetona, antraquinona, indigoide, ftalocianina
entre otros de menor uso.®”

Los nombres quimicos de los colorantes suelen ser complicados, los nombres descriptivos
0 comunes suelen ser mas utilizados que los sistematicos que dan informacién sobre la estructura
guimica, por lo que surgi6 la necesidad de clasificar a los colorantes. El Color Index (CI) es una
clasificacién proveniente de la Society of Dyers and Colourist en el Reino Unido y en Estados
Unidos de la American Association of Textil Chemists and Colorists. Es un compendio que se edita
constantemente; a cada colorante se le asigna un nombre genérico y un namero de constitucion
de cinco digitos basado en su estructura, color base, accién y comportamiento. *®

Otras clasificaciones para el uso de colorantes son las de la Food and Drug Administration,
gue asigna un namero acompanado de los términos FD&C para colorantes autorizados para su
uso en alimentos, medicamentos y cosméticos; D&C para agentes colorantes de cosméticos y
medicamentos. El nimero E que les asigna la Unién Europea, el sistema de clasificacion
Farbstofftabellen de Gustav Schultz (nameros S) y el numero CAS de la American Chemical

Society, también son usuales.
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2.1.3. Colorantes en alimentos

Los colorantes alimentarios son considerados aditivos modificadores de las caracteristicas
organolépticas y son utilizados para mejorar la presentacion de un producto, estandarizar el color
entre lotes y para una identificacion visual por parte del consumidor; estan asociados a un
conjunto de sensaciones como el sabor y el olor.

Entre los colorantes naturales més usados en la industria alimentaria se encuentran los
carotenoides, seguidos por el pigmento rojo remolacha y el color caramelo. El amarillo y el rojo
son los colores mas empleados sobre todo para productos dulces, bebidas, postres en polvo,
cereales, helados y productos lacteos, donde el rojo cochinilla es ampliamente utilizado.*®

Se emplean diferentes materiales sintéticos y naturales para colorear los alimentos. Dentro
de los naturales se encuentran diferentes materias primas de las que se obtienen pigmentos por
medio de extracciones o0 se emplean secas y molidas. La bixina del achiote, las betalainas del
betabel, la curcumina de la cdrcuma, luteina del cempasuchitl, clorofila de plantas verdes y el

acido carminico de la cochinilla son algunos ejemplos de pigmentos naturales.

Los pigmentos relacionados con alimentos se pueden dividir en ocho categorias:®?
1. Carotenoides
2. Clorofilas
3. Antocianinas
4. Flavonoides
5. Betalainas
6. Taninos
7. Mioglobina y hemoglobina

8. Otros.

11
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Estos pigmentos se encuentran en el protoplasma de las células vegetales, dentro de los
organelos llamados plastidos, cuando son solubles estan disueltos en vacuolas dentro de la
célula, facilitando su separacién y aislamiento; algunos son solubles en disolventes organicos. Los
pigmentos de células animales incluyen a las proteinas conjugadas mioglobina y hemoglobina que
dan color rojo a los tejidos y a la cochinilla cuyo principio colorante es el &cido carminico.

Los colorantes permitidos, segun la norma oficial mexicana NOM-119-SSA1-1994 para uso
alimenticio, son los siguientes: aceite de zanahoria, achiote (extracto de semillas de Bixa orellana),
azafran, beta-apo-8-carotenal, betabel deshidratado, beta-caroteno, cantaxantina, color caramelo,
clorofila, cochinilla, circuma (polvo y oleoresina), extracto de color de uva, extracto de cascara de
uva, harina de semilla de algodén, jugo de frutas, chile en polvo, oleoresina de chile, riboflavina,

riboflavina 5 fosfato, éster apocarotenoico y xantofilas.”

2.2. ACIDO CARMINICO

El acido carminico o &acido antraquindn-7-glucopiranosil-3,5,6,8-tetrahidroxi-1-metil-2-
carboxilico (figura 1) es el componente principal del extracto de la grana cochinilla (Dactylopius
coccus Costa). La cochinilla hembra es la materia prima para la fabricacion del colorante rojo

natural, llamado comercialmente carmin de cochinilla.®®

OH o

Figura 1. Estructura del 4cido carminico
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La cochinilla es un insecto que vive en tres tipos de cactaceas principalmente: la Opuntia
Ficus Indica o nopal de Castilla, la Opuntia Tomentosa o nopal de San Gabriel y el de San
Cristdbal; se alimenta de la savia de las pencas del nopal. Existen dos tipos de cochinilla, silvestre
y fina. La silvestre es un complejo de ocho especies que crece como una plaga en las huertas de

nopal; su colorante es de mala calidad y de baja concentracion (figura 2).®

-9 ~

Figura 2. Izquierda: cosecha de grana cochinilla. Derecha: grana cochinilla (Dactylopius coccus Costa).

Este insecto presenta dimorfismo sexual, es decir, la hembra y el macho son
morfolégicamente diferentes. El ciclo de vida del macho es alrededor de 60 dias en promedio a
partir del ciclo larvario y al terminar el proceso de fecundacion viven alrededor de 3 dias, en su
etapa adulta. Son mas pequefios que las hembras, miden alrededor de 2.2 mm, presentan alas
gue les permite trasladarse de una paleta a otra para reproducirse. Las hembras no tienen alas
(apteras), son inmdviles y de mayor tamafio, en promedio 6 mm y tienen forma oval.

El proceso de fecundacion se da todo el afio, el ciclo biolégico, del estado de huevecillo
hasta hembra adulta, pasan de 90 a 120 dias dependiendo de la temperatura principalmente.
Después de ser fecundada, deposita de 100 a 350 huevecillos viables por hembra, al terminar el
cuerpo se contrae hasta que muere. Excreta una materia blanca cerosa que cubre a los huevos y
los protege del sol y la lluvia; es comun encontrar de 7 a 20 hembras por cada macho.®"

El ciclo vital del insecto y su comportamiento, dependen de factores ambientales como la
humedad, la luz y temperatura, con la que guarda una relacién directa, a mayor temperatura se
acorta el ciclo bioldégico, mientras que a menor temperatura se alarga. Los intervalos de

temperatura promedio son de 18 a 28°C, 60% de humedad relativa y foto-periodos de 12 horas
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luz y 12 horas de oscuridad. La temperatura éptima para el desarrollo poblacional de grana fina es
de 24°C en cladiodos de Opuntia ficus indica o nopal de Castilla. #+??

Cuando han alcanzado su desarrollo las cochinillas, se recogen con un cepillo y se colocan
al sol o se secan en hornos. En el procesamiento, dependiendo del método de produccion (a la
intemperie o en microtanel) y del tipo de extraccion, se halla hasta 24% de &cido carminico (en
peso seco) en las hembras adultas de las cochinillas. El colorante es rojo, pero se pueden obtener
tonos carmin escarlata y violeta variando el pH y el mordiente, para formar lacas con diferentes
cationes (carmines).®

En productos comerciales, el agente colorante esta asociado con cationes como amonio,
calcio, potasio o sodio, solos 0 en combinacion, y estos cationes pueden estar presentes también
en exceso. Los productos comerciales pueden contener también material proteinico y también
pueden contener carminatos libres 0 un pequefio residuo de cationes aluminio no ligados. El

carmin es utilizado para tefiir y pigmentar una amplia gama de productos industrializados,

basicamente alimentos, cosméticos, farmacos y textiles.®?

2.2.1. Antecedentes historicos

La cochinilla es un insecto que produce un colorante importante utilizado para tefiir lana y
seda antes del desarrollo de la industria de colorantes sintéticos. La aplicaciéon de la grana
cochinilla como pigmento es una actividad milenaria en América; son México y Perl los paises
gue dan origen a la produccion de cochinilla. En el México precolombino, era un producto
entregado como tributo de los pueblos vasallos a los mexicas. En Per(, se han encontrado restos
de textiles que provienen de la cultura Inca en Nazca y Paracas, los cuales fueron tefiidos con
acido carminico.

Los origenes del cultivo de la grana se remontan hacia el siglo X d.C.; Clavijo y Humboldt,
cientificos, exploradores y naturalistas de fama mundial, suponen que fue durante el llamado

periodo Tolteca. Las culturas Tolteca y Teotihuacana utilizaban la grana cochinilla para tefiir telas,
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pintar esculturas, edificios publicos y religiosos, codices, murales y también para dar color a los
panes ceremoniales. Se tiene conocimiento de que las mujeres tlaxcaltecas empleaban este
pigmento para sus afeites (cosméticos); de igual forma era utilizada para el tefiido de mantas y
cintas de lana. Nocheztli es el nombre indigena nahuatl de la grana cochinilla, que se traduce
como sangre de tuna (nochtli, significa tuna, extli, sangre).®

Desde la época prehispanica y en la colonial, el cultivo de la grana tuvo una enorme
importancia econémica y social; después de las exportaciones a Espafia del oro y la plata, la
cochinilla ocup6 el tercer lugar en importancia. Sin embargo, las ganancias obtenidas de la venta
de la grana, no alcanzaban a beneficiar a los productores directos. La cochinilla se enviaba a
Espafia por toneladas y de ahi, la vendian a los otros paises de Europa; llegé hasta China y
Turquia, casi por todo el mundo era apreciada.

El rojo carminico se convirti6 en una fuerte competencia para los colorantes europeos,
como el kermes (acido kermésico), pues con él se tefiia la ropa de reyes, nobles y del clero;
incluso se utilizaba para pintar artesanias y tapices. La grana cochinilla, por su gama de colores y
brillantez, llegd a constituir un simbolo de poder en Europa. Con su color fueron tefiidas capas de
altos eclesiasticos, ropaje de aristocratas, las famosas casacas rojas de la armada britanica etc.
Se uso para colorear lanas y sedas; como ingrediente de medicamentos, colorante de cosméticos,
pasteles, bebidas, mantequillas, dulces, asi como pinturas para artistas.®

El primer envio a Espafia se efectu6 en 1526. La costumbre de algunos escritores
espanoles del siglo XVI de llamar “preciado fruto” o “semilla” al referirse a la grana, determiné que
la mayoria de los europeos pensaran en un producto de origen vegetal. Esta confusion fue
fomentada por Espafa, con el objeto de dificultar la identificacién del colorante, salvaguardando
asi el secreto de su monopolio. Debido a las anomalias en la comercializacién de la grana, asi
como el maltrato a los indigenas y el abuso de los alcaldes mayores, hacia 1660 se iniciaron
sublevaciones en Michoacan y Tlaxcala, donde los naturales despedazaron y quemaron las

nopaleras para no ser esclavos.
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A partir de la guerra de Independencia, se produjo el derrumbe del monopolio espafiol con
la subsecuente proliferacion y aumento de zonas productoras de grana a escala mundial, el
interés en su cultivo se perdié cuando los productores se vieron liberados de la presion colonial
gue los forzaba a producirla para abastecer a la metropoli, lo que coloc6 a México en situacion
desfavorable respecto de las Islas Canarias, Peri y Guatemala, pero el decaimiento de la
produccion de grana vino con la aparicion de tintes artificiales descubiertos en Europa a finales del
siglo XIX.

El trabajo manual, laborioso y delicado de la cria del insecto no podia competir con la
nueva industria, y con el abatimiento de los costos de produccion; el tinte entré6 en desuso y
desaparicion casi totalmente durante el siglo XX. Es hasta los afios 70 del mismo siglo, que se
reinicia el cultivo intensivo de la grana a nivel mundial, impulsado por la regulacion sanitaria que
prohibe el uso de colorantes sintéticos rojos. Algunos paises que tradicionalmente eran
productores se dieron a su cultivo; Perd es el pais que logra la mas alta produccion de grana, una
parte de ella para exportarla como cochinilla seca y la otra destinada a la industrializacion, cuenta
con cinco o seis industrias que transforman la cochinilla en carmin y lo exportan a todo el mundo.

Actualmente aun se utiliza la cochinilla para tefir textiles de lana, alimentos, cosméticos y
medicamentos. La revaloracidon de productos naturales frente a los artificiales, asi como las
investigaciones sobre sus propiedades y subproductos como el referido en el presente estudio, el
acido kermésico, abren posibilidades para promover la cria de grana cochinilla en México. Los
productores nacionales requieren del tinte para sustituir los colorantes tdéxicos que se emplean en

alimentos que la normatividad sanitaria no permite.®2%

2.2.2. Propiedades

El 4cido carminico es estable a la exposicién a la luz, a los tratamientos térmicos y a la
oxidacion. El grupo carboxilo —-COOH vy los cuatro grupos —OH fendlicos de las posiciones C-3, C-

5, C-6 y C-8 desprotonables, contribuyen a los cambios de color de acuerdo al pH de la disolucion,
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anaranjado a pH=3.0, rojo a pH=5.5 y purpura a pH=7.0.%? Es un &cido poliprético que presenta
valores de pKa; = 3,13; pKa, = 6,20 y pKas = 8,94, respectivamente en EtOH/H,0.?

El &cido carminico, de férmula quimica condensada C,,H»0i3, es soluble en agua
caliente, alcohol y en &cido sulfarico diluido. El carmin de cochinilla es soluble en los hidréxidos y
carbonatos alcalinos dando soluciones de color violeta oscuro. Sus propiedades fisicoquimicas se
enlistan a continuacién:”

e Sindénimos: Cl Natural red 4, cochinilla, acido carminico, carmin.

o Clase: Antraguinona.

o Numeros de Cédigos: CAS 1260-17-9, CI (1956) 75470, Schultz (1931) 1381,
Numero CE 120

o Nombre quimico: Sales alcalinas y lacas aluminicas del acido carminico (el
principio colorante)

o Peso Molecular: Acido carminico: 492,39

o Color: Rojo

o Solubilidad: sus sales alcalinas son solubles en agua (30 gL™ a 25 °C) y
disolventes alcoholicos.

Identificacion

o Espectroscopia, maximo en soluciéon acuosa amoniacal a aproximadamente
518 nm

o Maximo en solucién diluida de acido clorhidrico a aproximadamente 494 nm

Los requisitos de pureza a estudiar, que debe cumplir para su uso en alimentos son los siguientes:
Para el caso del extracto de cochinilla:
o Arsénico (como As); no mas de 1 mgKg™
o Plomo (como Pb); no méas de 10 mgKg™
o pH; no menos de 5,0 y no mas de 5,5 a 25°C

o Proteina (N X 6,25); no mas de 2,2%
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o Sdlidos totales; no menos de 5,7 y no mas de 6,3%
o Alcohol metilico; no mas de 150 mgKg™
o Acido carminico; no menos de 1,8%
Para el caso del Carmin:
o Arsénico (como As); no mas de 1 mgKg™
o Plomo (como Pb); no méas de 10 mgKg™
e Materia volatil (a 135°C por 3 horas); no mas de 20%
e Cenizas; no mas de 12%
o Valor de pH 1.6 (10 gL, H,0, 20 °C)

e Acido carminico; no menos del 50%

2.2.3. Regulacion

Desde los afios sesenta ha sido muy cuestionada la utilizacion de ciertos colorantes
sintéticos, sobre todo aquellos empleados en la industria de alimentos, cosméticos y farmacos,
debido a su efecto nocivo para el hombre. Esto ha motivado que se inicien investigaciones y
restricciones sobre el uso de estos colorantes y que a partir de 1976, Estados Unidos prohibiera la
utilizacion del rojo No. 2 conocido como amaranth. Esto ha ocasionado que la prohibicion de
ciertos colorantes sintéticos aumente; un ejemplo es Suecia, en donde se dej6 de utilizar la
eritrosina (E121) y la cantaxantina (E161).

Recientemente la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) de los Estados Unidos ha
prohibido la utilizacién del rojo No. 3 después de varios afios de debates; sin embargo, las
industrias relacionadas con la elaboracién de estos colorantes establecen que las cantidades
utilizadas al ser consumidas por el ser humano no ocasionan ningun tipo de cancer, respecto a
esto la FDA se apoy6 en la ley que indica que cualquier aditivo que tenga alguna posibilidad de

ser cancerigeno debe ser restringido.®
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A nivel internacional, el color carmin obtenido de la grana cochinilla ha sido certificado y
aprobado por The Code of Federal Regulation de Estados Unidos de América, asi también como
por la Unién Europea ante el dafio a la salud que han causado los colorantes sintéticos. De esta
manera, el carmin es el Unico tinte aceptado para su uso alrededor de los ojos. No se ha
encontrado evidencia de carcenogenicidad, no es téxico pero la FAO/MS han asignado un IDA

para el 4cido carminico de 5 mgKg™ de peso corporal.®

2.2.4. Producciéon

El mercado de la grana cochinilla es inestable, en el 2007 la Organizacion Mundial de
Comercio (OMC) estimé el crecimiento en la demanda de cochinilla a nivel mundial en una tasa
media alrededor del 6%, sin embargo, en la actualidad se ha visto afectada por la crisis financiera
mundial en 2008, en el que la demanda decay6 un 2%. De igual modo, los precios fluctan mucho
llegando incluso a alcanzar hasta 100 ddlares por kilogramo de cochinilla seca; en otras épocas
puede descender hasta 20 doélares, pero en general, para la comercializacion de grandes
volimenes se puede colocar desde 40 délares por kilogramo.®”

La demanda mundial estimada de cochinilla y sus productos derivados, es de 1100
toneladas al afio. Pera es el principal productor con una participacion en el mercado internacional
cerca del 80%, seguido por las Islas Canarias con el 10 %, Chile 8% y Bolivia con el 2%. México
actualmente no figura como productor en el mercado de la cochinilla. En el pais existe tradicién,
cultura e interés para desarrollar el cultivo de la cochinilla, no obstante los problemas de
productividad y eficiencia lo restringen.® 2"

El total de la produccion mexicana se destina al consumo local para usos artesanales,
siendo Puebla, Chiapas, Edo., de México y Oaxaca las entidades que presentan la mayor
demanda. En México no existen plantas transformadoras de cochinilla en acido carminico
(carmin), por lo que la totalidad de este colorante natural que requiere la industria nacional se
importa. El territorio nacional posee amplias zonas semisecas y subhimedas que pueden producir

grana cochinilla.

19



2. ANTECEDENTES

Las regiones productoras potenciales de nopal del pais, con las condiciones adecuadas de
temperatura y humedad relativa, se encuentran en los estados de Chihuahua, Coahuila, Nuevo
Lebén, Durango, Zacatecas, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo y México, la
Peninsula de la Baja California y el noroeste de Sonora, Tehuacan en Puebla, Cuicatlan en
Oaxaca, la cuenca del Rio Balsas en Guerrero y Michoacan, la Peninsula de Yucatan y la region
central de Chiapas.?

Aun cuando en México, desde hace mas de diez afios se han realizado trabajos de
investigacion biologica, acerca del comportamiento de la cochinilla, de su ciclo de vida, de la
manera Optima de obtener cultivos eficientes y se han establecido campos experimentales, no se
ha logrado el impulso de la produccién comercial; sin embargo, se han realizado proyectos
dirigidos a fortalecer la produccion de cochinilla en México.

La produccién de cochinilla requiere pasar de una fase de explotacion doméstica a una de
escala comercial que permita un mayor desarrollo productivo y econémico comercial, debe darle
impulso a su industrializacion como carmin. Existe un mercado potencial a nivel nacional e
internacional constituido por Estados Unidos, Japo6n, Francia, Alemania, Bélgica, y Reino Unido

que requieren de la grana cochinilla y que no cuentan con una oferta regular.®"

2.2.5. Productos y usos

La grana cochinilla en estado seco es utilizada para elaborar diversos pigmentos como
extracto acuoso, extracto alcohdélico acuoso, carmin y acido carminico. Dentro del mercado de
pigmentos tiene el cédigo E-120. El carmin es una laca aluminocalcica del acido carminico con un
contenido no menor del 50% de materia colorante; pueden obtenerse diferentes tonalidades de
acuerdo a la sal que se utilice en su elaboracién. Su uso se ha extendido a diversas industrias,

algunos ejemplos se muestran en la tabla 1.
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Tabla 1. Aplicaciones del carmin en diferentes industrias

COSMETICOS ALIMENTOS FARMACOS OTROS
Lapiz labial Caramelos Medicamentos Textil
Rubor Dulces Dentifricos Tincion
Sombras para ojos Mermeladas Comprimidos Ceramica
Magquillaje Confituras Anestésicos Histologia
Gomas de mascar Jarabes Ceramica
Helados Recubrimiento de Tinciones
Salchichas tabletas Citologia (frotis no
Vinagres Soluciones nasales fijados)
Mieles Suspensiones orales Oleo
Licores Sedantes Litografia
Surimi Determinacién de Acuarelas
Leches volumetria de fosfatos Tintes

Bebidas en polvo Papel coloreado
Condimentos Tefido de flores
Salsas Imprenta
Bebidas alcohdlicas

y no alcohdlicas

Lacteos

Postres

Paté

Galletas

El acido carminico, presenta una buena capacidad para complejar metales pesados como
Al, Ba, Fe, Mg, Pb, Hg, U, Zn, lo cual produce carmines de diferente tonalidad, por lo que es
explotado en la manufactura de éstos. Esta caracteristica lo convierte en un reactivo util para la
determinacion espectrofotométrica de varios elementos (Th, Ga, In, U y B). Otra propiedad que
presenta este &cido, es el dar coloracién a liquidos con respecto al pH, como por ejemplo:
refrescos, jarabes, productos farmacéuticos vy titulacion de alcalis.®

El acido carminico es una antraquinona que tradicionalmente ha sido usada como purgante
y vermifugo (vermicida, antiparasitario); posee propiedades contra los parasitos intestinales. Esto
puede sugerir el uso de esta antraquinona como repelente de insectos, tanto de uso agricola y
habitacional, como del cuidado personal, ya que las quinonas también pueden funcionar como
bloqueador solar, lo que nos lleva a especular en un producto con doble propoésito: repelente
contra insectos y protector contra los rayos ultravioleta.

Sobre innovaciones en la aplicacion del pigmento como tal, se tiene como ingrediente de

lacas para muebles y como revelador de larvas y pupas de lepiddpteros sobre productos
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horticolas de exportacion, para verificar el control de los mismos. El carmin-litio se ha empleado
para el tefiido de acidos nucleicos. Las ideas para nuevas aplicaciones de la grana cochinilla
continuamente surgen y amplian el horizonte de uso de este insecto, aparecen para diferentes
areas, como lo es el uso del pigmento en el tefiido de la placa dent6 bacteriana, para su posterior

localizacién y eliminacién. %

2.3. ACIDO KERMESICO

El acido kermésico 6 acido antraquinon-3,5,6,8-tetrahidroxi-1-metil-9,10-dioxo-2-carboxilico
(Fig. 3), es el producto metabdlico de la hembra del Kermococcus ilicis L. (Coccidos), un insecto
hemiptero semejante a la grana cochinilla que se cria en el roble Quercus coccifera L.; también
fue llamado insecto de granos escarlata, asociado al colorante rojo que se obtiene de los cuerpos
secos molidos, un polvo carmesi (palabra derivada de kermes), el cual se mezcla con alumbre

para formar un tinte carmin.®?

OH O  CH,
CO,H

HO OH
OH O

Figura 3. Estructura del acido kermésico

Este tipo de insecto vive en el roble de kermes, abundante en el Mediterraneo y sur de
Europa, perteneciente a la familia de las fagaceas, de no mas de 3 m de altura y de hoja perenne
de 1,5 a 4 cm de largo, de color verde oscuro y brillantes, bastante dura y con los margenes
punzantes. Su fruto, la bellota, es de calidad muy inferior a la de la encina, pero sirve de alimento

al ganado porcino (figura 4).
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La hembra del kermes no tiene alas, es del tamafio de un guisante pequefio, de color
marrdn rojizo, y esta cubierto con un polvo blanquecino. Se produce una vez al afio, a partir de
mediados de mayo hasta mediados de junio; las hembras adultas (5-8 mm), de color rojo oscuro
son fecundadas por los machos, los huevos son recogidos y expuestos a los vapores del vinagre

para evitar su incubacion.®

Los colores de la grana kermes fueron llamados Escarlata y carmesi, uno de los mas
antiguos tintes de los que se tenga registro y cuyas tinciones parecen mas duraderas que las de la
cochinilla, como se demuestra por el brillo de los viejos tapices de Bruselas y algunos tapices
flamencos. Tenia un lugar limitado en el mercado comercial destinado a la nobleza y el clero.

En comparacion con colorantes como la rubia, el colorante producido por el insecto kermes
estuvo presente en forma menos concentrada, por lo que era relativamente caro al tener que
utilizar mayor cantidad de tinte. Actualmente esta en desuso; fue desplazado por la grana
cochinilla proveniente de América, aunque se consigue en casas comerciales especializadas en

pigmentos tradicionales.?
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2.3.1. Antecedentes histéricos

El kermes es conocido en el Oriente desde los tiempos de Moisés, con el nombre de “tola”
y por los griegos como “coccus”. Se ha empleado desde tiempos inmemoriales en la India para
tefiir seda y telas de color rojo marron oscuro; también fue utilizado por los tintoreros antiguos
griegos y romanos, que lo usaban para el tinte parpura de las capas de los generales. Los
espafoles pagaban con esos granos de kermes la mitad de su tributo a la romanos; los
producidos en Sicilia fueron los peores y los de Portugal fueron los mejores.®

La palabra kermes (o chermes) significa "insecto de color rojo" en persa; fue un tinte muy
apreciado como fuente de colorante rojo oscuro parecido a la sangre, conocido como escarlata o
carmesi (del inglés crimson) que ha sido mencionado en la Biblia, en el Génesis (38:28), también
se hace referencia en el viejo testamento por el profeta Isaias, cuando utiliza la palabra carmesi
para simbolizar pecado. Fue llamado vermiculus en Latin y vermilion en Francés, nombre que
después se transfiri6 al color rojo del sulfato de mercurio.®

Tuvo una gran demanda en toda Europa, para colorear las telas de la realeza, la nobleza, y
lideres de la iglesia. Durante varios siglos fue el tinte de insectos mas importante que se utilizé en
tejidos a mano, alfombras orientales, para tefiir seda y algodén. Miguel Angel utilizd carmin de
kermes en sus pinturas; fue el tinte que prestaba distincion a los uniformes de los casacas rojas
britanicos, los husares, los turcos y la Real Policia Montada del Canada. En el siglo XIV y
principios del XV, el escarlata brillante fue el color mas estimado para los textiles de lana de lujo
en los Paises Bajos, Inglaterra, Francia, Espafa e Italia.

Después de la conquista espafiola del imperio azteca, la cochinilla mexicana, que produce
un tinte mas fuerte y por lo tanto podria ser utilizado en pequefias cantidades, sustituye a los tintes
rojos de uso general en Europa. El colorante de cochinilla fue muy bien recibido en el viejo

continente, desplazando al obtenido del kermes.®*®
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2.3.2. Propiedades

El &cido kermésico tiene la férmula quimica molecular Ci6H100s, €S una antraquinona
polisustituida similar al acido carminico sin el grupo O-glucosidico, por lo que es estable a la
exposicion a la luz, a los tratamientos térmicos y a la oxidacion. Cristaliza en rosetas de color rojo
a partir del acido acético, presenta un punto de fusion mayor a 320 °C. Es soluble en agua y
alcohol. El color de la solucién del acido kermésico, no es estable a los cambios de pH pasando
de rojo a pH &cido y violeta a pH béasico (NaOH).

Las propiedades fisicoquimicas reportadas para el acido kermésico son escasas, se
enlistan a continuacién: %

e Sindénimos: Cl 75460, Natural red 3, Kermes (dye)
o Numero CAS: 18499-92-8
o Clase: Antraquinona.
e Peso Molecular acido kermésico: 330,25
o Color: Rojo escarlata brillante
Identificacion
o Espectroscopia, maximo 276, 312, 498 nm

Los requisitos de pureza que debe cumplir para su uso en alimentos no estan reportados;
sin embargo, pueden tomarse los parametros del acido carminico como referencia. Del mismo
modo, no hay una regulacién para este colorante natural, tampoco hay estudios de toxicidad que

contraindiquen el consumo humano.

2.3.3. Produccién

La produccién de acido kermésico en Europa se vio afectada por la grana cochinilla
americana. Se comercializa como pigmento en laboratorios especializados de investigacion de
sustancias quimicas, con un precio de 175 ddlares un frasco de 5 mg y 1400 délares la

presentacion de 50 mg.?”
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2.3.4. Productos y usos

El principal uso del &cido kermésico, es como tinte escarlata brillante, puede sustituir en
varias aplicaciones al acido carminico con lo que sus posibles usos estan sujetos a su
disponibilidad y precio.

Alchermes, es un tipo de licor Italiano, que puede haberse originado en Florencia, se
prepara con alcoholes de infusion con azlcar, canela, clavos, nuez moscada molida, vainilla y
otras hierbas y sustancias aromaticas. Su caracteristica mas llamativa es el color del escarlata,
obtenido por la adicion de kermésico (de ahi su nombre). Algunas variantes de esta bebida se

comercializan con un contenido alcohdlico de entre 21 a 32%.%?
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Estudiar el comportamiento quimico fundamental del acido kermésico obtenido por hidrdlisis

acida de acido carminico extraido de la grana cochinilla (Dactylopius coccus costa).

3.2 Objetivos particulares

L]

Obtener acido kermésico a partir de grana cochinilla.

o Estudiar las propiedades quimicas del acido kermésico.

o Realizar un estudio electroquimico fundamental del 4cido kermésico.

e Formar complejos entre algunos cationes metalicos y el 4cido kermésico, conocer
su comportamiento electroquimico y determinar las estequiometrias con clacio,

aluminio y magnesio.
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4. METODOLOGIA

La metodologia general del desarrollo experimental del presente estudio, se muestra en el

esquema de la figura 5; se realiz6 en base a los siguientes puntos:

Extraer el &cido carminico de la grana cochinilla.

Cuantificar el acido carminico extraido por métodos volumeétricos y electroquimicos.
Obtener acido kermésico a partir de acido carminico extraido.

Cuantificar el acido kermésico obtenido por métodos volumétricos y electroquimicos.
Realizar pruebas a la gota con diferentes cationes metalicos.

Estudiar electroquimicamente &cido kermésico por polarografia clasica (PC).

YV V. V V V V V

Analizar electroquimicamente los complejos formados entre el acido kermésico con calcio,
aluminio y magnesio.
> Determinar la o las estequiometrias de los complejos formados entre acido kermésico y

calcio, aluminio y magnesio.

Figura 5. Metodologia general

ESTUDIO QUIMICO FUNDAMENTAL DE ACIDO KERMESICO

Extraccién de acido carminico de la grana cochinilla

Obtencidn de acido kermésico natural Valoracion potenciométrica de acido

por hidrdlisis acida del acido carminico carminico del extracto de cochinilla
del extracto de cochinilla

Cuantificacién Estudio cualitativo con algunos iones metélicos

| | l

l ' l Estudio cuantitativo con los principales
complejos metalicos

Volumétrica Electroquimica
Potenciométrica
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. REACTIVOS
REACTIVO PUREZA MARCA COMERCIAL
Acido sulfarico R. A. Merck
Hidroxido de bario R. A. Bakers Analyzed
Nitrato de bario R. A. Mallinckrodt
Biftalato de potasio R. A. Mallinckrodt
Hidroxido de sodio R. A. Q. Meyer
Cloruro de calcio R. A. J. T. Baker
Sulfato ferroso R. A. J. T. Baker
Cloruro de aluminio R. A. Mallinckrodt
Cloruro de estroncio R. A. Mallinckrodt
Cloruro estanoso R. A. J. T. Baker
Cloruro de zinc R. A. Merck
Nitrato de plata R. A. Merck
Cloruro de manganeso R. A. Merck
Sulfato de magnesio R. A. Merck
Nitrato de Cobre R. A.
(a partir de cobre electrolitico)
Acido nitrico R. A. J. T. Baker
Solucién reguladora pH 10 R. A. Merck
(acido bérico / cloruro de potasio
hidroxido de sodio)
Triton X-100™ R. A. Aldrich
Acetato de etilo Q.P.
Fenolftaleina R. A. Hycel
Nitrégeno de alta pureza 99.9% Praxair
Silica gel R. A Merck
Agua destilada y desionizada
Acido carminico 87% Aldrich
Etanol absoluto anhidro 99.7 % J. T. Baker
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4.2. EQUIPO
o Rotavapor —R Bichi
o Polarégrafo Radiometer Analytical MDE 150
o Electrodo de referencia: Ag/AgCI/KClag 3M tipo TR020
o Electrodo auxiliar: Platino tipo TM020
o Electrodo de trabajo: Electrodo de gota de mercurio (EGM)
e pH metro 715 Metrohm
o Balanza analitica Mettler AE240

o Parrilla de agitacion y calentamiento Thermolyne

4.3. OBTENCION Y ESTUDIO DE ACIDO KERMESICO

4.3.1. Extraccién de acido carminico de la grana cochinilla

El &cido carminico es el componente principal del extracto de la grana cochinilla
(Dactylopius coccus Costa), se obtuvo al hervir 100 g de grana cochinilla mexicana comercial marca
‘ALTECSA”. Se realizaron 5 extracciones con aproximadamente 300 mL de agua en ebullicion
durante aproximadamente 45 minutos. El extracto se concentré en un rotavapor y se llevd a un
aforo de 250.0 mL con agua destilada; se burbuje6 nitrégeno para crear una atmadsfera inerte y

evitar el crecimiento de hongos.

4.3.2. Cuantificacién de acido carminico
La cuantificacion se realiz6 mediante una valoracién potenciométrica del acido carminico
con una disolucién de hidroxido de sodio; se hicieron mediciones directas con un pHmetro calibrado
utilizando dos disoluciones amortiguadoras de pH 4 y 7, siguiendo las indicaciones del manual.
Para la valoracion se tomd una alicuota de 10.0 mL de extracto de cochinilla diluido 1:10 en

etanol al 50% (el etanol tiene también una constante dieléctrica grande 24.3; en esta mezcla de
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disolventes se definen mejor los puntos de equivalencia) y se utilizd6 una disolucion, previamente
valorada de NaOH 0.0933 M.??

En la valoracion de la disolucién de hidroxido de sodio se emple6 una disolucién de biftalato
de potasio (como patrén primario), preparada con biftalato previamente secado en estufa a 110 °C
alrededor de 1.5 h., y disuelto en agua destilada; se agregé una gota de fenolftaleina como

indicador.

4.3.3. Hidrdélisis del &cido carminico para obtener acido kermésico
Para la obtencién del acido kermésico se sometid el &cido carminico a una hidrélisis acida.

Allevi et al.®?

, propusieron hidrolizar el enlace glucosa-acido carminico con &cido sulftrico al 60%;
sin embargo, en estas condiciones se descompone el acido carminico y se forman otros
compuestos que no son de interés en el presente estudio, por lo que se utilizé acido sulftrico al 2%

en 100 mL del extracto de cochinilla y se dej6 durante 15 minutos en ebullicion con agitacién,

eliminando asf la glucosa de la estructura quinénica del acido carminico.®?

4.3.4. Obtencién de acido kermésico libre de glucosa

El &cido kermésico, producto de la hidrolisis, contenia restos de materia organica (proteinas
principalmente) que se eliminaron filtrando por gravedad la disolucion con papel Whatman No. 42.
Debido a las condiciones acidas empleadas en la obtencion del acido kermésico, se adicionaron
7.664 g hidroxido de bario con la finalidad de separar los sulfatos provenientes del acido sulftrico y
aumentar el pH alrededor a 3 (ver anexo 8.2, pag. 82); el sulfato de bario se sometié a varios
lavados para recuperar mas kermésico y se llevé a un aforo de 100.0 mL.

Para separar el acido kermésico de la glucosa en disolucién se afiadié nitrato de bario (para
evitar variar el pH) y se precipitd kermesiato de bario; se separ6 por decantacién el precipitado de la
disolucién que contenia a la glucosa. El kermesiato de bario se trat6 con acido sulfarico al 1% para

tener libre al acido kermésico y poder cuantificarlo por potenciometria.
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4.3.5. Cuantificacién de &cido kermésico
Para la cuantificacion del 4cido kermésico se realiz6 una valoracion potenciométrica acido-
base con una alicuota de 5.0 mL de una dilucién 1:10 en etanol al 50% con NaOH 0.0933 M en el

pHmetro previamente calibrado.

4.3.6. Cromatografia en capa fina del acido kermésico libre de glucosa.

Por medio de cromatografia en capa fina (CCF) se determiné el R¢ del acido kermésico y se
comparo contra el R del acido carminico del extracto y el acido carminico, Aldrich®.

Entre estos compuestos existe una diferencia de polaridad que permite la separacion e
identificacion, al correr una placa cubierta con una matriz de silica gel como fase estacionaria y una
mezcla de solventes organicos como fase movil. Los eluyentes empleados fueron: agua, etanol,
metanol, tetrahidrofurano y acetato de etilo.

Las placas de cromatografia en capa fina se prepararon en portaobjetos cubiertos de silica
gel en acetato de etilo; se utilizd6 agua como disolvente y acetato de etilo-metanol 40:60 como

eluyente; dado que los compuestos son coloridos no fue necesario el uso de un revelador.

Figura 6. Metodologia de la obtencién del acido kermésico

Extraccion de acido carminico
de la grana cochinilla

Hidrdlisis acida Cuantificacion de acido carminico
del acido carminico (Valoracion potenciométrica)

|

Obtencion de acido kermésico
libre de glucosa

Cuantificacion de 4cido kermésico
(Valoracion potenciométrica)

Placa cromatografica de &cido kermésico,
acido carminico del extracto
y &cido carminico R.A.
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4.4. ESTUDIO ELECTROQUIMICO FUNDAMENTAL DE ACIDO KERMESICO
4.4.1. Andlisis polarogréfico del &cido kermésico

El estudio electroquimico del &cido kermésico, se realiz6 por el método de voltamperometria
(también llamado polarografia cuando el electrodo de trabajo empleado es el de gota de mercurio) y
se trazaron las curvas intensidad-potencial (polarogramas) por polarografia clasica (PC) y
polarografia diferencial de impulsos (PDI) para la deteccién de las posibles sefiales del &cido
kermésico.

Para las mediciones de los polarogramas, el equipo utilizado fue un polarégrafo Radiometer
Analytical MDE 150, con un electrodo de trabajo de gota de mercurio (EGM), un electrodo de
referencia de Ag/AgCI/KCl,q 3M tipo TR020 y un electrodo auxiliar de platino tipo TM020.

El andlisis polarografico se efectué en dos medios usados como electrolitos soporte: nitrato
de potasio 0.2 M y una disolucién amortiguadora de boratos a pH 10 R.A. (Merck®). Para cada
electrolito soporte se trazo la curva de intensidad de corriente residual y se determiné el dominio de
electroactividad; se utilizaron dos disoluciones de acido kermésico de concentraciones 2.6 x 102 M
y 3.3 x 10 M respectivamente y se trazaron los polarogramas correspondientes en cada uno de los
electrolitos soporte.

El procedimiento consisti6 en colocar 10.0 mL de nitrato de potasio 0.2 M en la celda
electroquimica y se burbuje6 nitrégeno durante 10 minutos para eliminar el oxigeno disuelto, se
mide la sefal residual; después de cada adicion se volvié a burbujear nitrdgeno durante 3 minutos
antes de trazar los polarogramas y evitar interferencias con las sefiales de interés. El nitrdgeno se
mantuvo durante todas las mediciones para evitar el retorno del oxigeno.

El dominio de electroactividad para la disolucion de nitrato de potasio, se establecié a una
velocidad de barrido de 5 mVs™; la barrera de oxidacion se ubicé en 260 mV/ Ag/AgCI/KCly, y la
barrera de reduccion en -1695 mV/ Ag/AgCI/KCly. En estas mismas condiciones se efectuaron
adiciones sucesivas de 25 pL de acido kermésico 2.6 x 10% M (6.5 x 10° M en celda) hasta llagar a

300 pL (7.6 x 10” M en celda).
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Para la disolucion amortiguadora de boratos a pH 10, se colocaron 8.0 mL en celda y se
trazo la curva de intensidad de corriente residual previo burbujeo de nitrégeno durante 10 minutos y
3 minutos después de cada adiciébn y antes de trazar los voltamperogramas. Se estableci6 el
dominio de electroactividad de -1800 a 200 mV/ Ag/AgCI/KCl,q con una velocidad de barrido de

5 mVs™.

4.4.2. Pruebas cualitativas de acido kermésico con algunos cationes metalicos

Se realizaron pruebas a la gota en una placa de toque entre kermésico y las siguientes
sales: CaCl,, AICl5, SrCl,, FeSO,4, MnCl,, MgSO,, ZnCl,, SnCl,, AgNO; y Cu(NOs), (a partir de Cu®
y 1 mL de HNO; 65%); las pruebas se realizaron en medio acido y en medio alcalino para observar
con cudles habia reaccion** y pudiesen formarse complejos que fueran de interés en la industria

alimentaria para realizar el estudio electroquimico.

4.4.3. Analisis polarografico de acido kermésico con calcio, aluminio y magnesio

Con base en los resultados de las pruebas a la gota entre el acido kermésico y los diferentes
cationes metdlicos, se realiz6 el estudio electroquimico con calcio, aluminio y magnesio; los
primeros dos cationes son de uso frecuente en los complejos formados con &cido carminico y de
importancia en la industria alimentaria, textil y cosmeética.

Se trabaj6é en el mismo polarografo (Radiometer Analytical MDE 150) y usando los mismos
electrodos tanto de trabajo como de referencia que los usados en el analisis polarografico del acido
kermésico (electrodo de trabajo de gota de mercurio, electrodo de referencia de Ag/AgCI/KCly, Yy
electrodo auxiliar de platino), utilizando disolucién amortiguadora de boratos a pH 10 como matriz,
esto con el fin de tener al acido kermésico desprotonado y favorecer la formacién de los complejos
con los cationes metalicos correspondientes (aluminio, calcio y magnesio).

El procedimiento consisti en colocar 8.0 mL de la disolucién amortiguadora buffer de
boratos en la celda y trazar las curvas residuales en un medio amortiguador de boratos a pH 10; se

adicionaron 1000 pL de &cido kermésico 3.3 mM (6.6 x 10" M en celda) y se hicieron las
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correspondientes valoraciones utilizando disolucion de CaCl, 0.02054 M, disolucion de AICl;
0.02616 M y disolucion de MgSO, 0.02717 M haciendo adiciones sucesivas para trazar las curvas

correspondientes (método de relaciones molares).
Las posibles estequiometrias para los complejos formados con acido kermésico entre

aluminio, calcio y magnesio se determinaron por medio del método de relaciones molares.

Figura 7. Metodologia del estudio electroquimico fundamental
del acido kermésico

Acido kermésico libre

| }

Andlisis polarografico Valoracién potenciométrica
del &cido kermésico acido-base

|
! !

disolucion de KNO3; 0.2 M disolucion amortiguadora
boratos pH 10
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. OBTENCION Y ESTUDIO DE ACIDO KERMESICO

5.1.1. Rendimiento de extraccién de la grana cochinilla y cuantificacion de acido carminico

En la obtencion del &cido carminico se utilizaron 100 g de grana cochinilla comercial marca
“ALTECSA”y se hicieron cinco extracciones con 300.0 mL de agua cada una; se concentré en un
rotavapor y se llevé a un aforo de 250.0 mL.

Mediante la valoracion del acido carminico con hidroxido de sodio previamente valorada, se
determinaron los posibles puntos de equivalencia y se cuantific6 el rendimiento de extraccion. El
pH se midi6 de forma directa con un pHmetro calibrado para lo cual se emplearon, dos
disoluciones amortiguadoras de pH de 4 y 7, con ajuste de la temperatura y conforme a las
instrucciones del pHmetro.

La figura 8 muestra la curva de valoracién potenciométrica tipica de una disolucién de acido
carminico. En la grafica se observan tres puntos de inflexion que se relacionan con la valoracion
de tres protones acidos en la molécula del acido carminico, mismos que indican el comportamiento

de un acido poliprético.

11
'Ig R ) MPe.g (0.165 mmol, pH=10.09)
g pKag= 8.9” |
8 4
7] /Pe.z (0.116 mmol, pH=7.73)
| Ka,= 6.20
6 pKa; - %
I 5 q . i i
o P # Pe.1(0.067 mmol, pH=4.79)
39 Lt : ] ‘
o 177 pKas 313
1 4
0 T - T : T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 04
Milimol NaOH agregadas

Figura 8. Curva de valoracion potenciométrica tipica de una disolucion de &cido carminico.
Valoracién de una alicuota de 2.0 mL de &cido carminico 0.05 M con disolucién NaOH 0.049 M en etanol al 50%
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Se identifican tres puntos de equivalencia asociados con el grupo carboxilo (-COOH) y los
cuatro grupos (-OH) fendlicos de las posiciones C-3, C-5, C-6 y C-8 de la estructura antraquinonica
de este &cido, que son susceptibles a la pérdida de protones y presentan caracteristicas acido-
base que contribuyen a los cambios de color al variar el pH de las disoluciones de carminico. Los
valores de pKa asociados a los equilibrios de disociacion son: pKa; = 3,13; pKa, = 6,20 y
pKaz = 8,94, respectivamente que comprende a la valoracion del protén carboxilico y 2 de los
fendlicos.®

En la figura 9 se muestra la curva de valoracion potenciométrica de una alicuota de 10.0
mL (100g cochinilla/250 mL) de extracto de cochinilla diluido 1:10 en etanol al 50%, valorada con
disolucion NaOH 0.0933 M. Con base en los valores de pKa reportados para el acido carminico
(pKa; = 3,13, pKa, = 6,20 y pKas = 8,94) se estimaron los valores para los puntos de equivalencia

en el extracto de cochinilla y las moles de NaOH gastadas para su cuantificacion.
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Figura 9. Valoracién de &cido carminico contenido en 10.0 mL de extracto de cochinilla (100g cochinilla/250
mL) diluidol1:10 (equivale a 40g cochinilla/L) con disolucion NaOHO0.0933 M en etanol al 50%.
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El inicio de la valoracion se encuentra a pH 5.38, a este pH no es posible conocer el primer
punto de equivalencia, predomina el anfolito H,A en un 90% y la especie HA en un 10%; si se tiene
en cuenta que el pKa, se encuentra a pH de 6,20 (0.056 mmoles de NaOH), se estima que a este
pH se han valorado la mitad de moles para el segundo punto de equivalencia, es decir, a pH de
7.57 (pKastpKa, / 2) con 0.15 mmoles de NaOH, se encuentran las moles gastadas en el segundo
punto de equivalencia (0.15-0.056=0.094), por lo que las mmoles de NaOH gastadas para este
segundo punto son aproximadamente 0.188 (0.094x2=0.188).

La valoracion de cada protdén se considera equivalente por lo que los moles gastados en la
valoracion del tercer punto de equivalencia serdn semejantes. De este modo en el pK3; a pH de
8.94 habran la mitad de moles gastadas para el tercer punto de equivalencia (0.15+0.19=0.34
mmoles de NaOH). Es asi como se consideran aproximadamente 0.19 mmol de NaOH gastadas
en promedio por cada proton valorable del acido carminico.

Para la valoracion del acido carminico en la alicuota de 10.0 mL se tiene una
concentracién 1.9x10% M, que al estar diluida 1:10, la concentracién en el extracto original es 0.19
M. Al considerar que 100 g de cochinilla estan en 250 mL, en 1000 mL habran 400 g de grana
cochinilla y al tomar en cuenta la masa molar del acido carminico (492.39 gmol™) se tiene un
rendimiento de extraccion de 23.3% para este 4cido en la grana cochinilla (anexo 8.1 para ver
célculos, pag. 80).

El primer punto de equivalencia se puede asociar con el grupo carboxilo que tiene un
protbn mas &cido; el pH al inicio de la valoracidbn se encuentra amortiguado y no es posible
observar la valoracién completa de este proton. Las otras dos inflexiones se asocian a la pérdida
de protones de la posicion meta del grupo fendlico hacia el grupo metilo y a la pérdida de otro
grupo fendlico cerca, la acidez de este ultimo protén es mas baja respecto a los otros protones
valorados y la inflexion en la curva es la mas pequefia. Los restos de materia organica
procedentes de la extraccién de la grana cochinilla provocan, al parecer, una alteracién en el
aspecto general de la curva de valoracién pero se pueden identificar las similitudes y reconocer los

tres puntos de equivalencia.
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5.1.2. Obtencidn de &cido kermésico libre de glucosa

Posterior a la extraccion del &cido carminico de la grana cochinilla, se someti6 a una
hidrélisis acida (2 mL de H,SO, concentrado agregados a 100.0 mL del extracto de cochinilla y
puesto en ebullicion durante 15 minutos) para obtener el acido kermésico, objeto de este estudio.
Posteriormente se filtré para eliminar la materia organica residual.

Después de la hidrdlisis, el 4cido kermésico tenia un exceso de acidez (pH de 0.5); para
evitar que este exceso de protones afectara la valoracion, se adicioné hidréxido de bario
(Ba(OH),) para elevar el pH a un valor alrededor de 3 con la subsecuente precipitacioén de sulfato
de bario (BaSO,). La cantidad de Ba(OH), del célculo estequiométrico para los 100 mL del
hidrolizado (6.168g) no fue suficiente para aumentar el pH alrededor de 3 por lo que se agregé un
ligero exceso (7.664g en total), se hicieron lavados al precipitado para recuperar mas acido
kermésico y se llevé a un aforo de 100.0 mL.

Con el fin de tener libre al &cido kermésico se tomé una alicuota de 10.0 mL y se separé de
la glucosa en la disolucion afiadiendo Ba(NOg), para evitar elevar el pH y precipitar kermesiato de
bario, facilitando su separacion por decantacion. La glucosa obtenida no pudo ser cuantificada por
el método de Fehling, para cuantificar azlicares reductores, pues por el proceso de calentamiento,
debié ser oxidada a hidroximetilfurfural (HMF) o incluso a acido glucénico.

Estos compuestos se pueden valorar por potenciometria y/o técnicas electroquimicas. El
HMF ha sido cuantificado por polarografia diferencial de impulsos (PDI) en miel, por el método de
adiciones patrén, en disolucién amortiguadora de boratos a pH de 10. La cuantificacion de estos
compuestos no se realiz6 en el presente estudio.®?

Para recuperar el acido kermésico en disolucion, al kermesiato de bario se afiadié acido
sulfdrico diluido al 1% hasta alcanzar un valor de pH de 3, se filtrd y se llevo a un aforo de 10.0 mL.
En la figura 10 se muestra el esquema de la metodologia antes descrita (ver anexo 8.2, pag.82

para calculos).
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Figura 10. Esquema de la obtencién de acido kermésico libre de glucosa.
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5.1.3. Cuantificacién de acido kermésico

Para la cuantificacion del &cido kermésico se realizd6 una valoracion con disolucion de
hidréxido de sodio 0.0933 M; para ello se tomé una alicuota de 5.0 mL de una dilucién 1:10 de la
disolucién de acido kermésico en etanol al 50% y se hicieron medidas directas de pH después de
cada adicion de hidroxido de sodio, con el pHmetro previamente calibrado y se midié la
conductancia en un conductimetro con un electrodo cuya constante de celda fue Kc = 0.78 cm™.

La estructura molecular del acido kermésico, es de una antraquinona polisustituida como la
del acido carminico, pero sin la presencia del enlace glicosidico; por ello se espera una curva de
valoracion con tres puntos de inflexion atribuibles al grupo carboxilo y a los grupos hidroxilo
fendlicos, que son susceptibles a desprotonarse y que contribuyen a los cambios de color que se
producen al cambiar el pH de las disoluciones del acido kermésico (similar al comportamiento
acido-base del carminico).

En las figuras 11 y 12, se muestran las graficas de valoracion del acido kermésico y la
primera derivada que se usO para ubicar los posibles puntos de equivalencia. Los milimoles
gastados para valorar cada proton son alrededor de 0.013, por lo que en los 5.0 mL (C,) y al tomar
en cuenta la dilucion 1:10 (C,) se tiene una concentracion 2.6 x 102M en 100.0 mL; al considerar
la masa molar del acido kermésico (330.25 gmol™®) y su concentracion en la disolucion, el
rendimiento de obtencion de este acido en los 250.0 mL de extracto de cochinilla, es de un 36.8%
(anexo 8.3 pag. 84 para ver céalculos).

Los posibles valores de pKa asociados a las constantes equilibrio para el acido kermésico
son pKa; 3.01, pKa; 6.42 y el pKas 9.41; son similares a los valores de pKa reportados para el
acido carminico (pKa; 3.13, pKa,, 6.20 y pKaz 8.94), donde el pKaz del kermésico difiere del valor
reportado para el carminico. Esta diferencia puede deberse a que la ausencia del enlace O-
glicosidico facilita la valoracion de los grupos hidroxilo (OH") de las posiciones C6 y C8 los cuales

son equivalentes.
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Figura 40. Valoracion de 5.0 mL de acido kermésico diluido 1:10 en etanol al 50% con
Figura 11. Valoracion de 5.0 mL de acido kermésico diluido 1:10 en ETOH al 50%

con disolucién NaOH 0.0933 M
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Figura 12. Primera derivada de la valoracion 5.0 mL de acido kermésico diluido 1:10 en
etanol al 50% con disolucion NaOH 0.0933 M
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La figura 13 presenta la grafica de la valoracion conductimétrica de la alicuota de 5.0 mL
de &cido kermésico diluido 1:10 en etanol al 50% usando una disolucion de hidroxido de sodio
0.0933 M como valorante. Es posible observar tres cambios de pendiente, asociados a la
valoracion de los protones acidos en el kermésico y la presencia de una impureza de caracter
acida, que interfiere en la valoracion del primer punto de equivalencia, atribuible al proceso de
hidrolisis. La conductancia disminuye debido a que la conductividad del proton H* libre es mucho
mayor que la del Na*, de este modo los cambios de pendiente corresponden a los puntos de

equivalencia alrededor de 0.056, 0.067 y 0.080 milimol de NaOH.

450 -

400 - e
~ 350 - o
8 o
LCJ il
S 300 oo™
U <3
- 21
2
8 250 Pe.5 (0.080 mmol)

Pe., (0.067 mmol)
200 T T T T T T T
0.045 0.055 0.065 0075 0085 0.095 0.105 0.115
Milimol NaOH agregados

Figura 13. Valoracion conductimétrica de 5.0 mL de acido kermésico diluido 1:10 en
etanol con disolucion NaOH 0.0933 M.

5.1.4. Cromatografia en capa fina del 4cido kermésico libre de glucosa.

La cromatografia en capa fina (CCF), es un método sensible y versatil para el analisis de
colorantes hidroxiquinonicos caracterizados generalmente por su haturaleza quindnica. El Ry
(factor rate) es un parametro que caracteriza la migracion de la sustancia de interés en la fase
estacionaria y permite su identificacion; se obtiene de la relacion de la distancia recorrida por el

soluto entre la distancia recorrida por el frente del disolvente.®?

43



5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para el andlisis por cromatografia en capa fina del &cido kermésico, se usaron mezclas de
disolventes con diferente polaridad en proporciones variables, para obtener una fase movil idonea
en la caracterizacion cualitativa del kermésico. Entre los disolventes empleados se encuentran:
agua, etanol, metanol, tetrahidrofurano y acetato de etilo. Estos disolventes han sido empleados
como fase mdvil para el analisis de colorantes quinénicos, como el acido carminico y kermésico,
entre otros.®¥

En la figura 14 se presenta una imagen de la placa de cromatografia en capa fina; el
primer punto de aplicacion corresponde al acido carminico R.A. (Aldrich®), el segundo punto es el
acido carminico del extracto de la grana cochinilla y el tercer punto es el acido kermésico libre de
glucosa. La placa se preparé con silica gel como fase estacionaria, el disolvente fue agua y el
eluyente una mezcla 40:60 de acetato de etilo-metanol, con la que se logré una polaridad que
permitié la separacion y diferenciacién de los tres compuestos.

El acido carminico Aldrich® y el acido carminico del extracto tuvieron un R; similar (0.65),
mientras que para el acido kermésico se calculé un Ry de 0.77. En las placas se observa el halo
caracteristico de los &cidos carboxilicos, el acido kermésico corre casi todo el frente de elucion
seguido por el acido carminico, es decir, el acido kermésico migra con mayor facilidad debido a
gue es menos retenido por la fase estacionaria, es decir, es menos polar que el acido carminico.
Esta diferencia de polaridades puede estar relacionada con la ausencia de glucosa en el acido
kermeésico.

Masschelein-Kleiner® analizé diferentes colorantes quinénicos por CCF entre los cuales
figuran el acido kermésico y el acido carminico, entre otros colorantes quindnicos; para el
carminico informa un valor de R; de 0.94 al utilizar como eluyente acetato de etilo-tetrahidrofurano-
agua (6:35:47). Sin embargo, en este trabajo se obtuvieron resultados reproducibles y mejores

con la mezcla de acetato de etilo-metanol.
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1 2 3 —_ F Frente del eluyente

' == C Inicio de la aplicacion

Figura 14. Cromatografia en capa fina del &cido kermésico y del &cido carminico.
De izquierda a derecha: 1. acido carminico Aldrich®, 2. acido carminico del extracto de
cochinilla 3. Acido kermésico de la hidrolisis del acido carminico del extracto de
cochinilla. C: comienzo. F: final.
Placa: silica gel Merck®.
Eluyente: Acetato de etilo-metanol (40:60).
Disolvente: agua

5.2. ESTUDIO ELECTROQUIMICO FUNDAMENTAL DE ACIDO KERMESICO

5.2.1. Analisis polarografico del acido kermésico

Las técnicas voltamperométricas empleadas en el analisis del 4cido kermésico fueron la
polarografia clasica (PC) y la polarografia diferencial de impulsos (PDI). La voltamperometria es un
método de andlisis instrumental que incluye un conjunto de técnicas electroanaliticas, en las que
por medio de una microelectrélisis del analito, se obtienen medidas de la intensidad de corriente en
funcién del potencial aplicado al electrodo de trabajo. Estas medidas brindan informacién sobre las
propiedades redox de las sustancias electroactivas, la identificacion en un medio especifico y su

posible cuantificacion.
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La polarografia clasica es una técnica voltamperométrica donde el electrodo de trabajo es
el de gota de mercurio (EMG); proporciona informacion sobre el comportamiento redox de los
sistemas y las condiciones de cinética electroquimica, es decir, si son reversibles o no, al
presentar un comportamiento nernstiano (condiciones ideales) o no nernstiano; también es posible
determinar el potencial de media onda (E1,) que esté relacionado con el potencial normal (E°) del
par redox.

Al electrodo de gota de mercurio (EMG) la reduccion del agua muestra un elevado
sobrepotencial lo que permite contar con un intervalo de aproximadamente 2.0 V como dominio de
electroactividad. Esta caracteristica del electrodo favorecié el estudio del acido kermésico al
presentar un amplio intervalo de barrido de -1695 a 260 mV para la disolucion de nitrato de potasio
0.2 My de -1800 a 200 mV para la disolucion amortiguadora de boratos a pH 10, ambos usados
como electrolitos soporte (para eliminar las corrientes de migracion y tener corrientes limite de

difusién convectiva) en el analisis polarografico.

5.2.2 Andlisis polarografico de acido kermésico en disolucidon de nitrato de potasio 0.2 M

La figura 15 muestra el polarograma obtenido por polarografia clasica en 10.0 mL de

disolucion de nitrato de potasio 0.2 M, para el acido kermésico. Se aprecian tres ondas de

reduccion, la primera onda es la mas pequefia (Ig: = 29 nA), se ubica a un potencial de media

onda E',=-325 mV; la segunda sefial se ubica a un potencial de media onda E2, = -460 mV con

una intensidad de corriente limite Ig, = 419 nA; la tercera sefal aparece a un potencial de media

onda E3,=-952 mV y presenta una intensidad de corriente limite lgs = 152 nA.
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Figura 15. Polarograma por PC de &cido kermésico 2.6 x 10> M en disoluciéon KNO;z 0.2 M.
1), 2) y 3) indican las tres sefiales de reduccion presentes en este medio para el
kermésico con sus respectivos valores de potencial de media onda (E ).
Ventana de potencial de -1695 mV a 260 mV, velocidad de barrido: 5mVs™.

La intensidad de corriente limite de las tres ondas esta directamente relacionada con la

concentracién, el nimero de electrones y la constante de difusién convectiva (Ig =nk° C).

Considerando que se trabaja en un régimen de difusion convectiva, se pueden comparar los

valores obtenidos al dividir la intensidad de corriente limite de cada onda de reduccion entre la

concentracién (14/C), para conocer el posible nimero de electrones involucrados en cada onda.

La tabla 2, muestra los valores de la relacion entre la intensidad de corriente limite y la

concentracion, estos valores sugieren que la tercera sefial (E3, = -952 mV), intercambia al menos

un electrén y que la segunda sefial (E%, = -460 mV) intercambia el doble que la tercera, mientras
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que para la primera sefial (E',, = -325 mV) se infiere que posiblemente no hay control por difusion

convectiva (posible adsorcion).

Tabla 2. Relacion entre la intensidad de corriente limite y la concentracién de las

sefiales de reduccién observadas para el acido kermésico por polarografia clasica

Sefial de reduccién Eip id i/C*
1° -325 mV 29 0.4
20 -460 mV 419 6
30 -952 mV 152 2

La primera sefial de reduccion tiene una intensidad de corriente limite practicamente 15
veces mas pequefia que la segunda sefial y 5 veces menor que la tercera; la tercera sefial es sé6lo
3 veces menor respecto a la segunda sefial. Por lo anterior, es posible asumir que la primera sefial
puede estar asociada a reacciones quimicas no gobernadas por difusion convectiva en la
superficie del electrodo o a una absorcién, y que la segunda y tercera sefiales pueden ser
atribuibles a la reduccion del acido kermeésico.

En la figura 16 se muestra el polarograma trazado por la técnica de polarografia diferencial
de impulsos (PDI); esta técnica presenta mayor sensibilidad de deteccidon que la polarografia
clasica (se pueden medir concentraciones hasta de 10® M en celda con PDI, mientras que con PC
se detectan concentraciones en celda hasta 10° M).

Las sefiales identificadas por polarografia clasica, aparecen en PDI a potenciales de pico
ligeramente desplazados respecto al potencial de media onda, alrededor de 25 mV para cada una
de las sefales de reduccion observadas por polarografia clasica.

En la grafica se observan las tres sefiales identificadas por polarografia clasica y aparece
otra sefal alrededor de -1115 mV, esta cuarta sefial puede atribuirse a que la tercera sefial
identificada por polarografia clasica se desdoble en dos sefiales que, debido a la sensibilidad de la

polarografia diferencial de impulsos, es posible diferenciar.
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La primera onda presenta el potencial de pico mas bajo respecto a la segunda onda, lo que
sugiere que en efecto, se trate de una adsorcion originada por un incremento en el transporte del
acido kermésico hacia el electrodo, llegando mayor cantidad de moléculas que si s6lo hubiese

difusidn convectiva.
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Figura 16. Polarograma diferencial de impulsos de acido kermésico
2.6 x 10 M en disolucion de KNO; 0.2 M.
Dominio de electroactividad: -1600 a 300 mV.
Velocidad de barrido 5 mVs™. Amplitud de pulso 25 mV.

Con un estudio matematico de las ondas observadas, se determiné el potencial de media
onda (Ei») para cada una de las sefiales de reduccidon, mediante un analisis logaritmico; para

sistemas sencillos las ondas polarograficas tienen un comportamiento expresado por la siguiente

ecuacion (a 25 °C):

0.059 i—i
E=E lo %
Para procesos de reduccién o catédicos, cuando no esta presente el reductor conjugado, la

ecuacion anterior toma la forma:

E = Eyp + (0.059/n)*10g (i-iox/-i)
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Una gréfica de potencial contra log (i-iex/-i) €s una linea recta cuya ordenada al origen
corresponde al potencial de media onda y la pendiente (m=0.059/n) involucra el nimero de
electrones intercambiados (n) y se relaciona con la cinética de la reduccion del acido kermésico y
muestra si el proceso cumple con la ecuacion de Nernst de manera ideal o no.

El potencial de media onda es caracteristico de cada sistema oxido-reductor en un
determinado medio y en general es independiente de la concentracion de la especie electroactiva;
es el potencial en el que la corriente es la mitad de la corriente limite (i =i4s/2) y se reduce la mitad
de los iones de la especie. Proporciona informacién sobre la velocidad con la que se alcanza el
equilibrio de reaccion en la superficie del electrodo.®®

Para sistemas que se alejan del comportamiento nernstiano o ideal, E., representa el valor
del potencial normal condicional (E®) afectado por la sobretension y el valor de la pendiente es
m=0.059/an donde a es un parametro cinético que varia entre 0 y 1.

En la figura 17 se encuentra la grafica del estudio logaritmico de la cinética electroquimica
del acido kermésico para la segunda sefial de reduccion. La recta obtenida tiene una ordenada al
origen E?%, = —460 mV y una pendiente de 40 mV asociado a un comportamiento de sistema
cuasinernstiano o no nernstiano, con un intercambio de al menos dos electrones (pendiente
menor a 59 mV pero mayor a 30). Si se considera que n=2, a partir del valor de m se tiene que
an=1.4 y por lo tanto a=0.72 que es un valor cercano al valor medio de 0.5 para sistemas que

tienden al comportamiento ideal.

r T T 300 T T T 1
15 1 05 05 1 15 2
-350 1 v =40.265x-460.15
R?=0.999
— -400 - .
> oY
\Ed = ol v -
w 450 | g
P \
. ® P s 500 - El/2 onda~ ‘460 mV
550 -
logf(i-iox)/(-i)]

Figura 17. Estudio logaritmico de la segunda onda de reduccion del acido kermésico.
Determinacién del potencial de media onda.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la tercera sefial de reduccion (figura 18), la recta obtenida tiene una ordenada al

origen E%, = —952 mV y una pendiente de 59 mV atribuible al comportamiento de un sistema

nernstiano con el posible intercambio de un electrén.

E(mV)

-960

-965

-970

0.1 0.2 0.3

y =58.974x - 952.54
R?=0.9998

E1/2 onda~ -952 mV

log[(i-iox)/(-i)]

0.4

Figura 18. Estudio logaritmico de la tercera onda de reduccion del acido kermésico.
Determinacion del potencial de media onda.

Del estudio matemético efectuado para cada una de las sefiales de reduccion, se encontré

que la segunda sefial con una id, = 419 nA, posiblemente intercambia el triple de electrones que la

tercera sefial id; = 152 nA, mientras que la primera sefial de id; = 29 nA posiblemente se debe a

una adsorcién en la superficie del electrodo o a otros equilibrios quimicos involucrados.

5.2.3. Gréficas de calibraciéon y limite de deteccién paralas sefales de reduccidn del acido

kermésico en disolucién de nitrato de potasio (KNO3) 0.2 M

La relacién entre la intensidad de corriente y la concentracién del acido kermésico es lineal si

las caracteristicas del electrodo se mantienen invariables asi como la naturaleza de la disolucion;

estas graficas de calibracion se obtienen al graficar la concentracion contra el incremento en la

intensidad de corriente limite al hacer adiciones de kermésico, lo que permite su aplicacion a la

cuantificacion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 19 se muestran las curvas obtenidas, por polarografia clasica, de las adiciones
comprendidas entre 6.5x10° M a 7.6x10* M de acido kermésico en medio de nitrato de potasio
0.2 M. Estas curvas muestran un incremento en la intensidad de corriente limite de las sefiales de
reduccion a medida que aumenta la concentracion; se tiene una mayor definicion de las tres

sefiales en la curva 8 que contiene la mayor concentracion.
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/] residual: 10.0 mL KNO,

[ —— R —— e —— e v 0.2M

— > Curva 2. 25 plL 4cido

.......................................... |
..................................... / A
-100 e : o

3 e Curva 3.75 pL &cido
-200 | kermésico (1.8 x 10" M
4 | en celda)

j Curva 4.100 pL acido
-300 kermésico (2.6 x 10
M en celda)

-400 Curva 5. 150 pL &cido
kermésico (3.8 x 10" ™M
en celda)

Intensidad de corriente (nA)

- 7
500 Curva 6. 200 pL acido
8 = kermésico (5.1 x 10* ™M
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-800 — kermésico (7.6 x10™ M

-1300 -1100  -900 -700 -500 -300 -100 100 300 en celda)

Potencial (mV vs. Ag/AgCl/KClaq)

Figura 19. Polarograma clasico de las adiciones de acido kermésico.
Ventana de potencial de -1695 mVa 260 mV, velocidad de barrido: 5mVs™.

La grafica de calibracién para la segunda sefal de reduccién (E21/2 onda=~ -460 mV) se
presenta en la figura 20. Se graficO midiendo la corriente limite de conveccién en funcién de la
concentracion, a potenciales medidos alrededor de -585 mV, sobre la recta de la corriente limite
de difusién convectiva. En esta sefial la intensidad de corriente aumenta de manera lineal respecto
a la concentracién del acido kermésico (> = 0.994) para las concentraciones comprendidas en

todo el intervalo estudiado (entre 6.5x10° My 7.6x10™ M).
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Figura 20. Gréafica de calibracion del acido kermésico en disolucion KNO;
0.2 M, para la segunda onda de reduccion (E%,~ -460 mV).

Para la tercera sefial de reduccion (figura 21) las medidas de intensidad de corriente limite
se hicieron a potenciales alrededor de — 995 mV; en esta sefial el incremento de la intensidad de
corriente no es proporcional al incremento de la concentraciéon del acido kermésico al no mostrar
una relacion lineal (r> = 0.9242) sino una tendencia polinomial (> = 0.9901 para un polinomio de
grado 3), esto significa que la corriente es lineal en funcién de otros parametros diferentes a la
concentracion, posiblemente causados por fendmenos de transporte no controlados Unicamente

por difusién, que originan un flujo irregular de la corriente, tales como adsorciones o0 procesos

cinéticos que involucren un equilibrio quimico.
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Figura 21. Curva de calibracion del acido kermésico en disolucion KNO3 0.2 M
para la tercera onda de reduccion (E3, = -952 mV).
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En la figura 22 se muestran las rectas de linealidad para la segunda y tercera sefal de

reduccion en medio de nitrato de potasio 0.2 M. La linealidad se conserva a bajas concentraciones;

a partir de la concentracion 3.8x10™ M del acido kermésico, la intensidad de corriente de la tercera

sefial ya no es proporcional a la concentracion, no es un proceso de difusion convectiva.

500
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Figura 22. Curvas de calibracion del &cido kermésico en disolucién KNO3; 0.2 M
correspondientes a las sefiales de reduccion detectadas por polarografia clasica.

El limite de deteccién (LDD) permite conocer la sensibilidad de la técnica empleada para el

estudio del 4cido kermésico asi como para su cuantificacion, representando la menor cantidad de

sustancia detectada. En la tabla 3 se muestra la ecuacion de la recta, asi como el coeficiente de

correlacién lineal (%) y el limite de deteccién obtenido al realizar el tratamiento matematico de los

datos del andlisis del acido kermésico por polarografia clasica para la segunda sefial.

No se calculd el limite de deteccion para la tercera sefial debido a que no se mantiene una

proporcion lineal de la intensidad de corriente limite de difusién respecto a la concentracion. El

limite de deteccion del método se calculé como el triple de la desviacion estandar (LDD = 30).
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Tabla 3. Limites de deteccién obtenidos con polarografia clasica para el acido

kermésico en disolucién KNO3; 0.2 M.

Sefial de reduccién Euz i=f(C% r’ LDD

2° -460 MV ig; = 595357C* - 8.4429  0.9945 8.2x10° mol L™* (27.2 ug mL™)

La segunda sefial presentd una linealidad adecuada para realizar cuantificaciones
(r’=0.9945) al encontrarse una relacion lineal entre la intensidad de corriente y la concentracion de
acido kermésico, ademas de presentar la mejor definicion en la sefial, la mayor intensidad de

corriente en este medio (i;=419 nA) y el limite de deteccién mas bajo (27.2 pg mL™).

5.2.4. Analisis polarografico del acido kermésico en disolucion amortiguadora de boratos pH 10

El andlisis del acido kermésico en disolucién amortiguadora de boratos a pH de 10 R.A.
Merck®, se efectué con 8.0 mL de disolucién amortiguadora en celda y 2.0 mL de acido
kermésico 3.3 x 10° M (6.6 x10* M en celda). En este medio el kermésico presentd cuatro
sefales de reduccion (figura 23) con valores de intensidad de corriente limite id; = 228 nA,
id, = 1521 nA, ids = 1188 nA, y id, = 464 nA a potenciales de media onda E',,= -642 mV, E%,~-748
mV, E3,~ -910 mV y E*%,~-1368 mV, respectivamente.

El desplazamiento de las sefiales comparadas con las detectadas en medio de nitrato de
potasio, puede atribuirse a que al pH 10 de la disolucion amortiguadora de boratos el acido
kermésico se encuentra desprotonado (pH mayor al valor de pKas; 9.41) vy por lo tanto hay
deficiencia de protones que puedan reducirlo. Se observa que la primera sefal, puede atribuirse a
una adsorcién, mientras que la cuarta sefial puede deberse al desdoblamiento de la tercera,

comportamiento similar al observado en medio de KNOas.
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Figura 23. Polarograma por PC de 4cido kermésico 3.3 x 10° M en medio amortiguador de boratos pH 10.
1), 2), 3) y 4) indican las cuatro sefiales de reduccion presentes en este medio para el
acido kermésico con sus respectivos valores de potencial de media onda (Ey).
Ventana de potencial de -1800 mV a 200 mV, velocidad de barrido: 5mVs™.

En la figura 24 se presenta el polarograma trazado por polarografia diferencial de impulsos
del acido kermésico en el medio de boratos, se observan los picos correspondientes a las cuatro
sefales de reduccion detectadas en el polarograma en potenciales de -610, -755, -940 y -1400 mV

respectivamente.
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Figura 24. Polarograma por PDI del 4cido kermésico en medio amortiguador de boratos a pH 10.
Ventana de barrido: -1800 a 200 mV.
Velocidad de barrido: 5mVs™. Amplitud de pulso: 25mV.
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Los potenciales de media onda se determinaron mediante el mismo tratamiento mateméatico
realizado para el 4cido kermésico en medio de nitrato de potasio. La figura 25 muestra la gréafica
obtenida del estudio logaritmico que presenta la segunda sefial en medio de boratos a pH 10; la

pendiente es de 35 mV correspondiente a un sistema cuasinerstiano con al menos dos electrones

intercambiados.

y =35.094x - 748.13
r2=0.999

E (mV)

E1/2 onda~ -748mV

-760

-770

-780 -

log[(i-iex)/(-1)]
Figura 25. Estudio logaritmico de la segunda onda de reduccion del acido kermésico en medio de boratos.
Determinacion del potencial de media onda.

La tercera sefal de reduccion presenté un potencial de media onda, E.,, alrededor de -910

mV y una pendiente de 97 mV correspondiente a un sistema no nerstiano con al menos un electron

intercambiado (figura 26).
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-940
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Figura 26. Estudio logaritmico de la tercera onda de reduccidn del acido kermésico en medio de boratos.
Determinacion del potencial de media onda.
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La ultima sefal (figura 27) presenté un potencial de media onda de —-1368 mV con el

intercambio de al menos un electrén (pendiente de 56 mV).
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Figura 27. Estudio logaritmico de la cuarta onda de reduccién del acido kermésico en medio de boratos.
Determinacion del potencial de media onda

En el estudio electroquimico del acido kermésico se ha tenido que acudir a sistemas
analogos y a modelos quindnicos de caracter general a falta de informacion referente a sus
propiedades oxidantes o reductoras. En la reduccién de antraquinonas debe tenerse en
consideracion la tendencia de los productos de reaccion a formar los tautdmeros cetoendlicos; la
antrahidroquinona en disolucion se encuentra en equilibrio con la forma ceténica.

El acido kermésico tiene estructura de una antraguinona polisustituida que es facilimente
reducido a antrahidroquinona y la forma ceténica oxantrona, segun las condiciones en las que se
lleve a cabo la reaccién incluso hay formacién de dimeros y tiene gran influencia sobre la

estabilidad de los grupos unidos al anillo.*?

5.2.5. Pruebas cualitativas de 4cido kermésico con algunos cationes metélicos

Las pruebas cualitativas permiten conocer si se efectlia una reaccion entre los compuestos
en estudio utilizando pequefias cantidades de los mismos; para conocer el comportamiento del
acido kermésico ante las siguientes sales:cloruro de calcio (CaCl,), sulfato ferroso (FeSQ,), cloruro

de aluminio (AICl3), cloruro de estroncio (SrCl,), cloruro estanoso (SnCly), cloruro de zinc
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(ZnCly), nitrato de plata (AgNO3), cloruro de manganeso (MnCl,), sulfato de magnesio (MgSO,) y
Cu(NO3), con el fin de conocer con cuéles se producia alguna reaccion de formacién de complejos
y qué comportamiento presentaban en medio &cido y basico.

En la tabla 4 se muestran los resultados de las pruebas cualitativas efectuadas entre el
acido kermésico y las sales para las pruebas cualitativas. Se realiz6 un estudio polarografico con
aluminio, calcio y magnesio por presentar estos reaccion con el kermésico y ser de interés en la

industria de alimentos, farmacéutica y textil.

Tabla 4. Resultados obtenidos de las pruebas cualitativas de la formacion de
complejos de algunos cationes metalicos con kermésico

Acido kermésico medio acido Acido kermésico medio basico
Color Rojo Morado
Color
No.  Cation metalico  Acido kermésico + cation medio  Acido kermésico + catién medio
acido basico
1 ca™ Rojo * Plrpura
2 Al Rojo cereza Magenta
3 sr* Naranja Plrpura
4 Fe®* Café rojizo Gris metalico
5 Mn?* Naranja Morado *
6 Mg®* Naranja Magenta
7 zn** Naranja Purpura
8 sn** Rojo vino Violeta
9 cu* Rojo * Café rojizo
10 Ag** Salmén Café claro

* No ocurre reaccion: no hay cambio apreciable en el color.

En las figuras 28 y 29, se muestran los colores obtenidos de las pruebas cualitativas entre
los cationes y el acido kermésico en medio acido y basico. En medio &cido se observa una gama
de anaranjados con excepcién del aluminio, fierro, estafio y plata, mientras que en medio basico
predomina la gama de morados, salvo con fierro, cobre y plata. Con algunos cationes también se
observa precipitacién, sobre todo en medio basico (estafio, fierro, calcio, estroncio, magnesio, zinc

y plata). Los cambios mas evidentes de color ocurren con fierro, cobre, aluminio y estafio.
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Figura 28. Pruebas cualitativas en medio acido.
1. CaCly, 2. AICl3, 3. SrCly, 4. FeSQu4, 5. MnCl3, 6. MgSOs4, 7. ZnCl;, 8. SnCls,
9. Cu(NOs3)2, 10. AgNO3y acido kermésico en medio acido.
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Figura 29. Pruebas cualitativas en medio bésico.
1. CaCly, 2. AICl3, 3. SrCly, 4. FeS04, 5. MnCly, 6. MgSQa, 7. ZnCl,, 8. SnCl.,
9. Cu(NOs)2, 10. AgNOsy éacido kermésico en medio basico.
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5.2.6. Analisis polarografico de acido kermésico con aluminio.

En este andlisis se efectu6 una valoracién con concentraciones conocidas de &cido
kermésico y cloruro de aluminio, se trazaron curvas por polarografia clasica (PC) y polarografia
diferencial de impulsos (PDI) y se determiné la relacién estequiométrica de los complejos mediante
el método de relaciones molares.

El &cido kermésico se encuentra desprotonado alrededor de pH 9.4 (valor de pKas
estimado en la valoracion), esto favorece la formaciéon de complejos entre los cationes analizados
(aluminio, calcio y magnesio) por esta razon se eligié trabajar en medio de boratos a pH 10.

Para la valoracion se colocaron en celda 8.0 mL de disolucién amortiguadora de boratos pH
10, 2000 pL de &cido kermésico (6.6x10™* M en celda) y se hicieron adiciones de una disolucion de
AICl; 0.02612 M, previamente valorada; en la tabla 5 se encuentra un ejemplo de las adiciones

hechas para trazar cada polarograma.

Tabla 5. Adiciones de cloruro de aluminio 0.02616 M

[4cido kermésico]eiga = 6.6 UMol
Vol. AICl; uMol de mol AF*/ E ~ -875mV
0.02612M AlCI [AP cetda mol Ac. i de pico

(uL) 3 (uMol) kermésico (nA)

0 0 0 0 298
50 1.31 13.06 0.1978 151
75 1.96 19.59 0.2968 84
125 3.27 32.65 0.4947 55
150 3.92 39.18 0.5936 64
200 5.22 52.24 0.7915 78
250 6.53 65.30 0.9893 95
275 7.18 71.83 1.0883 100
325 8.48 84.89 1.2862 116
375 9.79 97.95 1.4840 117
425 0.11 111.01 1.6819 118
475 0.12 124.07 1.8798 112
525 0.14 137.13 2.0777 116
575 0.15 150.19 2.2756 117
625 0.16 163.25 2.4734 112
675 0.17 176.31 2.6713 108
725 0.19 189.37 2.8692 110
775 0.20 202.43 3.0671 102

61



5. RESULTADOS Y DISCUSION

Las curvas obtenidas por polarografia clasica se muestran en la figura 30. Se aprecia que
la primera sefial (E', = -642 mV) y la cuarta sefial (E*,,= -1368 mV) de reduccion observadas para
el acido kermésico en medio de boratos a pH 10, son atribuibles a posibles adsorciones ya que
ambas sefiales practicamente desaparecen al incrementar la concentracion. La segunda sefial
(E%,=-748 mV) y latercera sefial (E%,=-910 mV), se desplazan a valores de potencial
E,,=-940 mV y E,, = -1370 mV respectivamente; es posible que se trate de una misma sefial que
se desdobla y que con la formacién de los complejos entre acido kermésico y aluminio se unan.

No se aprecia una sefial que aparezca asociada a la formacion de los complejos, no
obstante, la segunda sefial puede estar relacionada al ir incrementandose y desplazandose con
cada adicion de aluminio. El desplazamiento de la segunda y tercera sefiales, puede estar
asociado a la formacién de los complejos y que a pH alcalino se favorezca la forma reducida del

acido kermésico.
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Figura 30. Polarograma clasico de la valoracion de &cido kermésico con disolucidn de AICI3 0.02612 M.
Ventana de potencial de -1800 mV a 200 mV, velocidad de barrido: 5 mVs™.
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En la misma celda se trazaron las curvas polarograficas por el método de Impulsos (PDI)
con una amplitud de pulso de 25 mV. Se realizo la valoracion de acido kermésico con las adiciones
de la disoluciéon de aluminio indicadas en la tabla 2 como ejemplo de cada ensayo; se adicion6
triton X-100™ como supresor de méaximos (interferencias debido a diferencias de corriente o
absorciones que modifiguen las sefiales; se necesitan cantidades pequefias, frecuentemente de
0.002%).

En el polarograma de impulsos obtenido con las adiciones de cloruro de aluminio a partir de
la valoracién del acido kermésico con este cation (figura 31), se observan las dos sefiales de
reduccion que se van desplazando hacia valores mas negativos a medida que se hacen nuevas
adiciones. La primera sefial de reduccion corresponde al pico con intensidad de corriente mayor,
alrededor de —875 mV, se relaciona con la disminucién de la concentracion del acido kermésico
debida a la formacion de los posibles complejos; la segunda sefial de reduccion se relaciona con
la formacion de los mismos, al irse incrementando ligeramente con el aumento en la concentracion

de aluminio y se ubica alrededor de —640 mV.
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Figura 31. Polarograma diferencial de impulsos de las adiciones de la disolucion de AICI; 0.02612 M.
Dominio de electroactividad: -1800 a 200 mV.
Velocidad de barrido 5 mVs™. Amplitud de pulso 25 mV.
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En la figura 32 se muestra como varia la corriente de pico respecto a la relacion molar entre
acido kermésico y aluminio, obtenidos durante la valoracién por polarografia diferencial de
impulsos para la sefial correspondiente al pico de la primera sefial de reduccion de mayor
intensidad de corriente (-875 mV), que va disminuyendo con la adicion de aluminio o la formacién
de los complejos; no se detectaron otras sefales que indicaran la aparicion de los complejos
identificadas por un aumento en el crecimiento de la onda polarogréfica o aumento de la intensidad
de corriente.

Los cambios de pendiente en la gréafica, indican la formacion de complejo; de este modo se
observa la posible formacion de dos complejos donde el acido kermésico actiia como ligante. La
interseccion de las pendientes sefiala la formaciéon de un complejo de posible estequiometria MLz
es decir Al(Ke); con un coeficiente de correlacién lineal cercano a la unidad (r* 0.999) y otro
complejo ML, o (Al)s(Ke), y linealidad cercana a la unidad (r* 0.973). Estas estequiometrias se
obtuvieron después de realizar varias mediciones en los cambios de pendiente; no se presentan
mas cambios de pendiente que marquen la aparicion de otros complejos. Los valores de

intensidad de corriente fueron corregidos por el efecto de la dilucion en las medidas.
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Figura 32. Valoracion de acido kermésico 3.3x10°M con disolucion AICI;0.02612 M monitoreado por
polarografia diferencial de impulsos en disolucién reguladora de boratos pH 10 con triton X-100™
Valores corregidos por dilucion.

64



5. RESULTADOS Y DISCUSION

polarogramas.

Tabla 6. Adiciones de cloruro de calcio 0.02054 M.

5.2.7. Analisis polarografico de acido kermésico con calcio

[acido kermésico]ceiqa = 6.6 UMol

2+ 2%
v coo, | s | L[ G e
0.02054M (L) CaCl, Kormesice (hA)
0 0 0 0 420
100 2.00 20.00 0.3030 332
150 3.00 30.00 0.4545 316
250 5.00 50.00 0.7575 263
350 7.00 70.00 1.0606 230
400 8.00 80.00 1.2121 205
500 10.00 100.00 1.5151 193
600 12.00 120.00 1.8181 151
650 13.00 130.00 1.9696 144
750 15.00 150.00 2.2727 124
850 17.00 170.00 2.5757 114
900 18.00 180.00 2.7272 104
1000 20.00 200.00 3.0303 101
1100 22.00 220.00 3.3333 96
1150 23.00 230.00 3.4848 80
1250 25.00 250.00 3.7878 81
1350 27.00 270.00 4.0909 70
1400 28.00 280.00 4.2424 73

El andlisis se efectud por polarografia clasica y polarografia diferencial de impulsos. Se
colocaron en celda 8.0 mL de disolucién reguladora de boratos pH 10, 2000 pL de &cido kermésico
(6.6X10” M en celda) y se valoré con adiciones de cloruro de calcio 0.02054 M; también se
adiciond triton X-100™ (dos gotas) como supresor de méaximos. La tabla 6 muestra un ejemplo de

las adiciones de cloruro de calcio que se realizaron para el trazo de los correspondientes

En la figura 33 se muestra el polarograma obtenido por polarografia clasica; la segunda
sefial a potencial de media onda E?%,=-748 mV se desplaza a potenciales mas negativos hasta
E.,, = -765 mV vy la tercera sefal a E3, = -910 mV se desplazan a valores de potencial E., = -880

mV, esto indica que la segunda sefial posiblemente se desdobla, esto sugiere que se ve favorecida
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la forma oxidada del &cido kermésico. La cuarta sefial se mantiene casi constante, por lo que se

atribuye a fendmenos que no estan regidos por difusiéon convectiva.
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Figura 33. Polarograma clasico de la valoracion de &cido kermésico con disolucion de CaCl2 0.02054 M.

Ventana de potencial de -1800 mV a 200 mV, velocidad de barrido: 5 mVs™.

El polarograma de impulsos (figura 34) se trazé con las adiciones de cloruro de calcio de

las relaciones molares estimadas, con una amplitud de pulso de 25 mV; en las curvas se aprecian

tres picos, el pico de la primera sefial de reduccion se ubica a un potencial alrededor de

Elpicoz —765 mV y va disminuyendo en intensidad con el incremento de la concentracion de calcio;

la segunda sefal de reduccién presenta un potencial de pico Ezpicoz -640 mV pero de menor

intensidad de corriente que el de la primera sefial; el tercer pico se atribuye a la formacion de los

posibles complejos al presentar un incremento en la intensidad de corriente maxima conforme se

hacen nuevas adiciones de calcio a un potencial de pico alrededor de Egpicoz -910 mV.
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Figura 34. Polarograma diferencial de impulsos para las adiciones disolucién de CaCl, 0.02054 M.
Dominio de electroactividad: -1800 a 200 mV.
Velocidad de barrido 5mVs™. Amplitud de pulso 25 mV.

La estequiometria de los posibles complejos formados entre acido kermésico y calcio se
estim6 mediante el método de relaciones molares a partir de la valoracion por polarografia
diferencial de impulsos pues esta técnica se caracteriza por una mayor sensibilidad para la
ubicacion de las sefales de reduccion del &cido kermésico.

La figura 35 muestra la gréfica de la relacibn molar de calcio respecto al acido kermésico
contra intensidad de corriente de pico, medido en la segunda sefal de reducciéon (E., = —765 mV);
se ubican dos cambios de pendiente que indican la posible formacién de dos complejos. Después
de hacer una correccion por dilucién a los valores de intensidad de corriente y analizar los datos,
se proponen las posibles estequiometrias ML (CaKe) y M,L (CazKe), localizados por la
interseccién de las rectas que presentan mejor linealidad con coeficientes de correlacion lineal

cercanos a la unidad.
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Figura 35. Valoracion de &cido kermésico 3.3x10° M con disolucién de CaCl, 0.02054 M
monitoreado por polarografia diferencial de impulsos en medio de boratos pH 10 con triton X-100™
Valores corregidos por dilucion.

La formacion de estos complejos estara determinada por varios factores tales como la
estereoquimica, el grado de disociacion del acido kermésico, el pH del medio, los equilibrios
secundarios que se establezcan y la competencia entre los mismos hacia el que sea favorecido
por las condiciones del medio de reaccion, por lo que se necesitan mas estudios para determinar
las condiciones éptimas de formacién de cada complejo. Sin embargo, el trabajo “presentado aqui
permite ya poner de manifiesto estas reacciones de complejacion y una forma de conocer la

estequiometria y el pKgis €n las condiciones de trabajo.

5.2.8. Analisis polarografico de acido kermésico con magnesio

Para el analisis de este cation se mantuvieron las mismas condiciones que para aluminio y
calcio; se valoré el acido kermésico con sulfato de magnesio por polarografia clasica y polarografia
diferencial de impulsos, se colocaron en celda 8.0 mL de disolucién reguladora de boratos pH
10, dos gotas de Tritdn X-100™, 2000 uL de acido kermésico 3.3x10°M (6.6 x10™* M en celda) y
se realizaron adiciones de sulfato de magesio 0.02717 M, indicadas como ejemplo para cada

ensayo en latabla 7.
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Tabla 7. Adiciones de sulfato de magnesio 0.02717M.

[acido kermésico]ceiqa = 6.6 pMol
2+ 2+
va oo, | e | MO o E Ty

0.02054M (L) MgSO, kermésico (nA)
0 0 0 0 453
50 1.36 0.13 0.2058 379
100 2.72 0.27 0.4116 318
125 3.39 0,33 0.5145 279
175 4.75 0.47 0.7204 246
225 6.11 0,59 0.9262 210
250 6.79 0,66 1.0291 201
300 8.15 0,79 1.2350 171
350 9.50 0,92 1.4408 164
375 10.19 0,98 1.5437 143
425 11.55 1.10 1.7495 138
475 12.91 1.23 1.9554 125
525 14.26 1.36 2.1612 116
575 15.62 1.47 2.3670 112
600 16.30 1.54 2.4700 110
650 17.66 1.66 2.6758 100
700 19.02 1.78 2.8816 98
750 20.38 1.89 3.0875 90
800 21.74 2.02 3.2933 80
850 23.09 2.13 3.4991 77

En la figura 36 se encuentran las curvas obtenidas por polarografia clasica del acido
kermésico, la ultima adicién de sulfato de magnesio (1.3 x 10® M en celda) y la curva de la
corriente residual. EI comportamiento del 4cido kermésico con este cation es similar al observado
con calcio, la segunda sefial a potencial (E%,= -748 mV) se desplaza a potenciales mas negativos
hasta un potencial de media onda alrededor de -765 mV; la tercera sefial del acido kermésico
aE%,=-910 mV se desplaza hasta alrededor de E.,= -870 mV.

Posiblemente la tercera sefal es la relacionada con la formacién de algun complejo, ya que
la intensidad de corriente aumenta casi el doble, mientras que la segunda sefial disminuye
practicamente a la mitad, por lo que, la forma oxidada del acido kermésico se ve favorecida. La
cuarta sefial se mantiene constante, por lo que se atribuye a fendbmenos que no estan regidos por

difusién convectiva y no tiene relacién aparente con la formacion de los complejos.
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Figura 36. Polarograma obtenido por polarografia clésica, de la valoracién de acido kermésico

En el polarograma obtenido por polarografia diferencial de impulsos de la figura 37, se

observan tres sefiales correspondientes al acido kermésico, que se modifican y desplazan a

medida que se hacen adiciones de magnesio; las ondas de reduccién con potenciales de media

onda alrededor de -765 y -870 mV respectivamente son las que se encuentran directamente

relacionadas con la formacion de los complejos formados entre acido kermésico y magnesio,

presentan un potencial de pico en -765 y -905 mV. La primera onda de pico (E'pco= -640 mV)

permanece casi constante y puede atribuirse a una adsorcion, la segunda sefial de reduccion

(Ezpicoz -765 mV), sufre una notable disminucién en la intensidad de corriente de pico, mientras

gue la tercera sefial (E3pico= -905 mV), comienza a incrementar la intensidad de corriente de pico al

incrementar la concentracién de magnesio.
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Figura 37. Polarograma diferencial de impulsos para las adiciones de la disolucién de MgSO, 0.02717 M.

Amplitud de impulso 25 mV.

Las posibles estequiometrias de los complejos formados entre el acido kermésico y el

magnesio se determinaron por el método de relaciones molares, con los datos obtenidos por la

técnica polarografica diferencial de impulsos de la segunda sefial a potencial de pico de Epc,= -765

mV, se graficd la concentracion de magnesio respecto a la de acido kermésico contra la intensidad

de corriente de pico; de las ecuaciones de las rectas trazadas en la grafica que indican los

cambios de pendiente relacionados a la formacion de los complejos, se determinaron las posibles

estequiometrias.

En la figura 38 se muestra la grafica de la valoracion del 4cido kermésico con sulfato de

magnesio, con valores de intensidad de corriente corregidos por dilucién; se observan dos cambios

de pendiente asociado a una estequiometria ML (MgKe) y ML ((Mg).Ke), estequiometrias

similares a los complejos formados entre el acido kermésico y el calcio.
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Figura 38. Valoracion de acido kermésico 0.026 M con disolucion de MgSO, 0.02717 M monitoreado

por polarografia diferencial de impulsos en medio de boratos pH 10 con triton X-100™
Valores corregidos por dilucion.

Los posibles complejos formados entre el acido kermésico y los cationes analizados por

polarografia estan condicionados al pH del medio; se observa que a pH basico se favorece la

formacion de los complejos formados, sobre todo con calcio y magnesio. Se necesitan realizar mas

estudios a diferente pH para confirmar este comportamiento.

A partir de los valores estimados de pKgs se observa que los complejos formados con

aluminio son més estables que los formados con calcio y magnesio y entre estos dos cationes, es

mas estable el complejo M,L que el ML. El mas estable es el complejo formado entre el acido

kermésico y aluminio, de estequiometria MsL, (tabla 8).

Tabla 8. Complejos formados entre acido kermésico y los cationes aluminio, calcio y magnesio

| acido kermesico | ceida = 6.6x10™ M
Cation Posibles complejos Grado de disociacion (a) Kagisociacion (estimado) PKais (estimado)
(estimada) (estimado)
AT MLs 0.010 2.34x10”" 6.63
Mal; 0.011 5.85x10"" 6.31
ca” ML 0.10 7.33x10° 5.13
ML 0.075 4.01x10° 5.39
Mg~ ML 0.10 8.18x10"° 5.09
ML 0.043 1.27x10° 5.89
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8. CONCLUSIONES

Se obtuvo acido kermésico natural, a partir de grana cochinilla comercial por medio de la
hidrélisis acida del acido carminico extraido y se hizo una valoracion &cido-base y una valoracién
conductimétrica. El rendimiento de extraccion de acido carminico fue del 23.3%, dato acorde respecto
a lo reportado en la literatura (alrededor de 10 al 249%) por lo que se concluye que la grana cochinilla
marca “ALTECSA” cultivada en México, es de primera calidad.

El rendimiento de obtencién de acido kermésico fue del 36.8% respecto a la cantidad de
acido carminico cuantificado; este rendimiento es relativamente bajo; sin embargo, se pueden hacer
otros estudios para mejorarlo si se modifican las condiciones de obtencién y purificacién que
disminuyan las pérdidas.

Las impurezas provenientes de restos organicos como proteinas y grasas afectaron la
valoracion del extracto de cochinilla; aunque el medio etandélico permite una mejor determinaciéon de
los puntos de equivalencia, no se observé el primer punto de equivalencia y se calcul6 el rendimiento
a través de calculos a partir de los pKas reportados para el 4cido carminico.

Por medio de cromatografia en capa fina se determiné el R del acido carminico (0.65) y del
acido kermésico (0.77), en una placa preparada con silica gel como fase estacionaria, agua como
disolvente y como eluyente se escogio de entre las diferentes mezclas empleadas, la mezcla 40:60
de acetato de etilo-metanol con la que se logré una polaridad que permitié la mejor separacion y
diferenciacién de los tres compuestos de como eluyentes.

Se obtuvieron diferentes complejos en las pruebas cualitativas a la gota de diversos cationes
metalicos en medio acido y basico con el kermésico; el medio basico es el que ofrece una mayor
gama de tonalidades en los complejos formados, aunque en general son menos solubles que los
formados en medio &cido. Los resultados en cambios perceptiblemente mas notorios en color para
ambos medios fueron con fierro, calcio, aluminio y magnesio.

El estudio electroquimico fundamental del acido Kermésico se realizé por polarografia
clasica y polarografia diferencial de impulsos en nitrato de potasio 0.2 M como electrolito soporte; en

este medio fue posible ubicar una sefial relacionada directamente a la del kermésico a E2,~ -460 mV
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y otras dos sefiales atribuibles a fendmenos no regidos por difusion convectiva (como
adsorciones) y con valores de E',,=-325 mV y E%,= -952 mV respectivamente.

La sefial de reduccion del acido kermésico observada a E?, = -460 mV es la mejor definida y
apropiada para las valoraciones en este medio, con una linealidad de 0.9945 y limite de deteccion de
8.2 x 10-5 mol L™ (27.2 pg mL™). Los potenciales de media onda se determinaron mediante el estudio
logaritmico de las medidas de intensidad de corriente convectiva limite y el potencial para cada onda
observada.

Se efectué un andlisis electroquimico entre el acido kermésico y los cationes metalicos
aluminio, calcio (lacas equivalentes de carminico que son de uso frecuente en la industria) y
magnesio en medio de boratos a pH 10, por medio de polarografia clasica y polarografia diferencial
de impulsos. El medio de boratos de pH 10 permitié tener al acido kermésico libre y facilitar la
formacion de los posibles complejos con los cationes estudiados. Mediante el método de relaciones
molares se determinaron las posibles estequiometrias para la formaciéon de complejos por medio de
valoraciones en polarografia de impulsos.

Después del analisis de las rectas con mejor linealidad, de las valoraciones de cada catidon y
de la correccion de los valores de intensidad de corriente limite convectiva, para aluminio se
determinaron dos posibles estequiometrias (MLs y MsL,) y se estimaron los valores de pK de
complejacion de 6.63 y 6.31 respectivamente; para calcio las posibles estequiometrias fueron ML y
M,L con pK de 5.13 y 5.39 y para magnesio las mismas estequiometrias que con calcio, ML y M,L
con pK del complejo de 5.09 y 5.89 respetivamente.

Las técnicas electroanaliticas permiten realizar analisis de sustancias electroactivas para
caracterizacion quimica y cuantificacibn en una muestra problema; con frecuencia se obtienen
excelentes limites de deteccién. Son de utilidad en la industria para detectar si un compuesto
determinado esta presente en el producto, es decir, en métodos de control de calidad. Tienen como
grandes ventajas el que emplean pequefas cantidades de reactivos y permiten no solamente el
estudio cualitativo y cuantitativo de una sustancia sino también la determinacién de condiciones

para produccion a mayor escala.
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8.1. PERSPECTIVAS

La grana cochinilla ha sido utilizada en México desde tiempos prehispanicos, en la actualidad
su produccién se ha vuelto de nuevo una actividad rentable para obtener acido carminico, materia
colorante natural utilizada en la industria. La transformacion de grana cochinilla en diferentes
productos como lacas de acido carminico y acido kermésico amplia el panorama para fomentar el
cultivo de grana cochinilla nacional e internacionalmente.

Faltan estudios a diferente pH en medios amortiguados, para conocer el comportamiento de
los complejos formados de esta manera, ya que en la literatura hay muy poca informacion sobre acido
kermésico. En general, se hace alusion a los trabajos sobre acido carminico, que es muy semejante
en estructura al acido kermésico, para conocer un poco mas el comportamiento quimico de este
compuesto. El acido kermésico, es un colorante natural que tiene una gran gama de colores, segun
el pH y los cationes metalicos con los que se compleje y puede tener una gran importancia en la
moderna industria alimentaria.

Los colorantes naturales han adquirido gran importancia debido a los efectos toxicos de los
colorantes sintéticos. Aunque en su obtencién generalmente los rendimientos son bajos y su analisis
es un poco mas complejo, son productos de alta calidad por lo que es importante el estudio de

diversas fuentes de colorantes en la naturaleza y de actualizar los estudios sobre los ya conocidos.
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8. ANEXOS

8.1. CALCULOS DEL RENDIMIENTO Y CUANTIFICACION DE ACIDO CARMINICO EN EL

EXTRACTO DE COCHINILLA

La cuantificacion del &cido carminico presente en la grana cochinilla, se realizé por medio de
la valoracion &cido-base de una alicuota de 10.0 mL de extracto de grana cochinilla diluido 1:10 en
etanol al 50% y haciendo adiciones de la disolucion de hidroxido de sodio 0.0933 M.

El &cido carminico es un acido poliprético que presenta un comportamiento de acido débil en
medio acuoso por lo que se suelen utilizar disolventes no acuosos, como los alcoholes metilico y
etilico o el acido acético glacial, que pueden aumentar la fuerza de acidez (comprendida como la
reaccion con el disolvente para convertirse casi completamente en el ién hidronio (H;0")), del acido
carminico y permiten una mejor diferenciaciéon de los puntos de equivalencia.

Se realizaron adiciones de hidroxido de sodio a la alicuota de acido carminico con
micropipeta y se midieron los cambios de pH en el pHmetro, calibrado previamente con las dos
disoluciones reguladoras de pH 4 y 7 y ajustando la temperatura. En la figura 39 se muestra la
curva de valoracion obtenida al graficar los valores de pH medidos contra los milimoles de hidréxido
de sodio agregadas (tabla 9, pag. 81); el pH se encuentra amortiguado y no se observa la
valoracién del protén correspondiente al grupo carboxilo (-COOH) de la estructura molecular del
acido carminico.

Se consideran aproximadamente 0.19 mmol de hidréxido de sodio gastadas en promedio
por cada protén valorable del carminico en la alicuota de 10 mL de extracto (100g cochinilla/250

mL) por lo que la concentracion es:

[(0.19mmol)/(10mL)]= 0.019M
Tomando en cuenta la dilucion 1:10, la concentracion es

[acido > carminico]=0.19M
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Si se considera la concentracion de &cido carminico en el extracto y que su masa molar es

de 492.39 gmol™ se tiene un rendimiento de:

250mL
(0.19 mo'écidocarmﬁico)(m) = 0'0475m0|écidocarmhico
(0-0475m0|écidocarmhio)(492.399éc'carmmico) = 23'39acidocarmhico

mol

(100% )(120"zzgécidocarmﬁio ) =23.3%

granacochiilla

12

10 - et

Cag
9 - Lo#*TpKa,=8.94
£ 4

pH

ad |
6 - ,«praf 6.20
»* ;
£ 3 |

5 .

4 T T I‘ T T T T T T T T T T T T

-1.22E0950.10.150.2 0.250.30.350.40.450.50.55 0.6 0.65 0.7 0.75 0.8
Milimol de NaOH agregadas

Figura 39. Valoracién de acido carminico en 10.0 mL de extracto de cochinilla (100g cochinilla/250 mL)
diluido1:10 (equivale a 40g cochinilla/L) con disolucién de hidréxido de sodio 0.0933 M en etanol al 50%.

Tabla 9. Valores de pH medidos durante la valoracién del &cido carminico con disolucion de hidroxido de sodio 0.0933 M.

pH mMol NaOH pH mMol NaOH pH mMol NaOH pH mMol NaOH
5.38 0.00000 7.38 0.13995 8.94 0.27990 10.00 0.45717
5.58 0.00933 7.54 0.14928 8.99 0.28923 9.14 0.30789
5.69 0.01866 7.76 0.15861 9.06 0.29856 10.06 0.46650
5.84 0.02799 7.88 0.16794 9.19 0.31722 10.16 0.48516
5.97 0.03732 7.99 0.17727 9.42 0.35454 10.25 0.50382
6.09 0.04665 8.10 0.18660 9.47 0.36387 10.34 0.52248
6.20 0.05598 8.20 0.19593 9.53 0.37320 10.44 0.54114
6.32 0.06531 8.31 0.20526 9.57 0.38253 10.57 0.55980
6.41 0.07464 8.40 0.21459 9.63 0.39186 10.61 0.57846
6.51 0.08397 8.49 0.22392 9.67 0.40119 10.69 0.59712
6.64 0.09330 8.58 0.23418 9.78 0.41145 10.75 0.61578
6.77 0.10263 8.67 0.24351 9.81 0.41985 10.83 0.63444
6.94 0.11196 8.75 0.25284 9.87 0.42918 10.88 0.65310
7.09 0.12129 8.82 0.26217 9.91 0.43851 10.94 0.67176
7.22 0.13062 8.87 0.27057 9.95 0.44784 10.99 0.69042
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8.2. OBTENCION DE ACIDO KERMESICO LIBRE DE GLUCOSA

Después de la extraccion, el acido carminico se sometioé a una hidrdlisis 4cida para obtener
acido kermésico (2 mL de H,SO, concentrado adicionados a 100 mL de extracto y en ebullicion
durante 15 minutos); debido a este tratamiento el kermésico tenia un exceso de acidez? por lo que
se adicioné hidroxido de bario hasta un valor de pH alrededor de 3, con la correspondiente
precipitaciéon de sulfato de bario. La cantidad de hidréxido agregada se calculé de la forma

siguiente, considerando la densidad del &cido sulfdrico de 1.8 gmL™:

2 mL H,S0, x 1.8-5 = 3.6 g X 0.98g puros = 3.53g H,50,

1mol
3.53g H,SO0, X ——

555 = 0.036 mol H,S0,

1mol H,SO, — 1mol Ba(OH),
0.036 mol H,SO, — x = 0.036 mol Ba(OH),

17134 ¢g

0.036 mol Ba(OH), X W(OH)Z

= 6.168g Ba(OH),

Los 6.168 g de hidroxido de bario calculados, no fueron suficientes para elevar el pH
alrededor de 3 por lo que se agregd un exceso, 7.664 g de hidroxido de bario en total. El precipitado
de sulfato de bario se separ6 de la disolucion del acido kermésico y se sometié a varios lavados. La
disolucion se concentré y se llevé a un aforo de 100.0 mL.

Con el fin de separar la glucosa de la solucion y tener libre al &cido kermésico, a partir de los
100.0 mL se tomé una alicuota de 10.0 mL y se afiadié nitrato de bario para precipitar kermesiato

de bario y facilitar la separacion de la glucosa en la disolucién.

82



8. ANEXOS

8.3. CALCULOS DE LA CUANTIFICACION Y RENDIMIENTO DE ACIDO KERMESICO EN EL

EXTRACTO DE COCHINILLA

Por medio de una valoracion é&cido-base se cuantific6 la cantidad de é&cido kermésico
obtenido después de someter a una hidrdlisis acida al acido carminico. Se tomé una alicuota de
5.0 mL de una diluciéon 1:10 de &cido kermésico en etanol al 50% y se valoré con disolucién de
hidréxido de sodio 0.0933 M; se hicieron medidas directas de pH después de cada adicion de
hidréxido de sodio, con el pHmetro previamente calibrado, los valores obtenidos se muestran en la

tabla 10.

Tabla 10. Valores de pH medidos durante la valoraciéon del acido kermésico con
disolucion de hidroxido de sodio 0.0933 M.

pH pMol NaOH pH UMol NaOH pH uMol NaOH pH uMol NaOH
2.2 0.00 4.46 55.05 7.15 63.44 9.85 78.37
2.27 9.33 4.71 55.51 7.37 64.38 9.95 79.30
2.37 18.66 4.93 55.98 7.61 65.31 10.03 80.24
2.51 27.99 5.12 56.45 7.86 66.24 10.12 81.17
2.62 32.66 5.32 56.91 8.12 67.18 10.17 82.10
2.73 37.32 5.51 57.38 8.36 68.11 10.23 83.04
2.88 41.99 5.69 57.85 8.57 69.04 10.28 83.97
2.96 43.85 5.82 58.31 8.78 69.98 10.43 86.77
3.07 45.72 5.99 58.78 8.97 70.91 10.57 89.57
3.19 47.58 6.12 59.25 9.12 71.84 10.70 93.30
3.34 49.45 6.28 59.71 9.28 72.77 10.83 97.97
3.54 51.35 6.37 60.12 9.41 73.70 10.96 102.63
3.86 53.18 6.49 60.65 9.52 74.64 11.06 107.29
4.09 54.11 6.72 61.58 9.64 75.57 11.12 111.96
4.27 54.58 6.92 62.51 9.76 77.44 |

La figura 40 muestra la curva de valoracién que se obtuvo después de graficar los valores
de pH medidos después de cada adicion de hidroxido de sodio, se observan tres cambios de
pendiente posiblemente relacionados con la valoracién de los grupos hidroxilo (-OH) presentes en
la estructura antraquinénica de la molécula de acido kermésico.

En la figura 41 se muestra la grafica de la primera derivada de la valoracion del acido
kermésico con disolucion de hidroxido de sodio que se utilizé como guia para ubicar los puntos de

equivalencia. Los milimoles al punto de equivalencia son 0.013 para cada proton a pH de 4.71,
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8.12, 10.1 respectivamente, por lo que en los 5.0 mL y tomando en cuenta la dilucion 1:10 se tiene

una concentracion de:

1.3x10°mol.

4cidokemésco

——5mL
Xx——>1000mL
[acido ker mésico]|= 2.6x107*M

dilucionl:10
[acido ker mésico]=2.6x107*M
Considerando la masa molar del acido kermésico (330.25 gmol™) y su concentracion en la

disolucioén, el rendimiento de obtenciéon en los 250.0 mL de extracto de cochinilla es de un 36.8%.

330-259écidokermésico
mol

(2.6X10_2 mOI ) = 8'58gécidokermésico

écidokermésico)(
acidokermésico

(100% )(i.:i)ggécidokermésico) — 36.8%

acidokermésico
acidocarmhico

11

T
0 Pe.; (0.080 mmol, pH= 10.03

2 el Pe., (0.067 mmol, pH=8.12)

pH

‘Pey (0.056 mmol, pH=4.71)

pKa;=3.01

2 T T T T T T T T T T T
0.04 0.045 0.05 0.055 0.06 0.065 0.07 0.075 0.08 0.08 009 0.09 0.1

Milimol NaOH agregados

Figura 40. Valoracion de 5.0 mL de acido kermésico diluido 1:10 en etanol al 50% con
disolucion de NaOH 0.0933 M
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0007
P.e. 1 =0,056 mmol
0.05 -
— 0.04
S
§ 0.03
T
2 0.02 +
o
0.01
O T T T T T 1
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Milimol de NaOH

Figura 41. Primera derivada de la valoracion 5.0 mL de acido kermésico diluido 1:10 en
etanol al 50% con disolucion de NaOH 0.0933 M
8.4. DETERMINACION DE LOS POTENCIALES DE MEDIA ONDA (Ey,) YD EL POTENCAL DE

PICO (Epico) EN EL ESTUDIO ELECTROQUIMICO DEL ACIDO KERMESICO.
8.4.1. Potencial de media onda (E) y potencial de pico (Epico)-

El potencial de media onda (E,) se determino matematicamente, de las ondas de reduccion
observadas por polarografia clasica del acido kermésico mediante un andlisis logaritmico. En la
figura 42 se muestra el polarograma de la segunda sefal de reduccion que aparece a potencial de
media onda E.,~-460 mV, valor obtenido al aplicar la siguiente ecuacion para procesos de reduccién
o catédicos, cuando no esta presente el reductor conjugado (a 25 °C) ©2:

E = Ey, + (0.059/n)*log (i-iex/-1)
La ecuacion anterior para sistemas sencillos, se puede relacionar con la ecuacién de una recta si
se grafica el potencial en funcion del log[(i-ix)/-i], donde el potencial de media onda (E)

corresponde a la ordenada al origen:
i —i

e _g, . 0051 Iog{ _ }
i

%

oS
Y= b + (m ()
variable  grdenada pendiente variable
dependiente g origen independiente
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Figura 42. Polarograma clasico de &cido kermésico 2.6 x 102 M en KNO; 0.2 M de
la segunda sefial de reduccion.
Ventana de potencial de -1695 mV a 260 mV, velocidad de barrido: 5mVs™.

En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos del estudio logaritmico con los que se
construy6 la gréfica de potencial vs. log[(i-iox)/(irea-1)] ¥y Se obtuvo la ecuacion de la recta para

determinar el valor de potencial de media onda, de la segunda sefial de reduccién (figura 43). Con

este tratamiento matematico se determinaron los potenciales de media onda de las sefiales de
reduccion observadas para el 4cido kermésico en medio de nitrato de potasio 0.2 My el de boratos

a pH 10.

15 4 05 05 ! b ’

-350 y =40.265x-460.15
r2=0.999
s -400 - e
v 450 | g et
P T sw ) Evowe-460mV

-550 -
logl(i-iox)/(-1)]

Figura 43. Estudio logaritmico de la segunda onda de reduccion del acido kermésico.
Determinacién del potencial de media onda.
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Tabla 11. Parametros de la ecuacion de la onda polarografica correspondiente a la segunda sefial de
reduccion del &cido kermésico. Los valores forman parte de la zona logaritmica de la onda.

EMV) [ i (0A) | (iFio)/() | 10g[(i-i0d/()]
510  -399  0.0501 -1.2999
505 2391 0.0716 -1.1450
500 -381 0.0997 -1.0011
495 368 0.1385 -0.8582
490 0352 0.1903 -0.7204
‘485 1333 0.2582 -0.5879
480 311 0.3472 -0.4593
475 286 0.4650 -0.3325
470 259 0.6177 -0.2091
465 232 0.8060 -0.0936
‘460 2205 1.0439 0.0186
“455" 178 1.3539 0.1315
450 152 1.7565 0.2446
445 27 2.2992 0.3615
440 104 3.0288 0.4812
435 84 3.9880 0.6007
43067 5.2537 0.7204
425 52 7.0576 0.8486
420 -39 9.7435 0.9887
41529 13.4482 1.1286
41022 18.0454 1.2563
40517 23.6470 1.3737

Los potenciales de pico de las sefales de reduccion del acido kermésico ubicadas en los
polarogramas trazados por polarografia diferencial de impulsos, se determinaron a partir de las
mediciones que realiza el programa de computadora, Polarographic Analizer Radiometer Analytical
Trace Lab, con el que trabaja el polarégrafo utilizado (Polarégrafo Radiometer Analytical MDE 150).
Este programa informa directamente el valor de la medida de corriente de pico (iyico) Y €l potencial

de pico (Eqco).

8.5. CALCULOS PARA LA GRAFICA DE CALIBRACION Y EL LIMITE DE DETECCION PARA

LAS SENALES DE REDUCCION DEL ACIDO KERMESICO EN NITRATO DE POTASIO

La relacién entre la intensidad de corriente y la concentracion del 4cido kermésico es lineal
si el estudio se mantiene bajo un régimen de difusién convectiva (donde las caracteristicas del
electrodo y la naturaleza del medio sean constantes). La gréafica de calibracién para la segunda

sefial de reduccién a potencial de media onda E.,,~-460 mV, se obtuvo al graficar la concentracion
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del acido kermésico contra el incremento en la intensidad de corriente limite, al hacer adiciones

comprendidas entre 6.5x10™°> M a 7.6x10™* M en medio de nitrato de potasio 0.2 M (tabla 12).

Tabla 12. Valores de intensidad de corriente (i) de la segunda sefial de reduccion
del acido kermésico de las curvas trazadas por polarografia clasica en KNO3; 0.2 M

VKermésico (|.,l|_) [kerméSiCO]celda (M) ill’mite (nA)
0 0 0
25 6.48x10° 28
50 1.29x10™ 55
100 2.57x10™ 133
150 3.84x10™ 235
200 5.10x10™ 309
250 6.34x10™ 374
300 7.57x10™ 428

La grafica present6 una linealidad cercana a la unidad (r2 = 0.9945), esto representa que hay

una relacién directa entre la concentracion de acido kermésico y la corriente limite convectiva y

permite su aplicacién a la cuantificacion para la segunda sefial de reduccion (figura 44),

500
450
400
350
300
250
200
150
100

limite (nA)
E(medida) = [-585] mV

y =595357x - 8.4429
r?=0.9945

0.0002 0.0004 0.0006

Concentracion de kermésico (M)

0.0008

Figura 44. Curva de calibracion del acido kermésico en disoluciéon de KNOs
0.2 M, para la segunda onda de reduccion (E2,= -460 mV).

Para calcular el limite de deteccién (la menor concentracidon de sustancia que puede

detectarse) se utilizé la ecuaciéon de la recta de calibracion obtenida al realizar el tratamiento

matematico de los datos del analisis del acido kermésico por polarografia clasica para la segunda
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sefial. El limite de deteccion del método se calculdé como el triple de la desviacion estandar

(LDD = 30); en la tabla 13 se muestran los valores obtenidos después de aplicar la férmula

siguiente:
LDD =3S;./ m
— : H 2 1/2
Si/c - { [ Z:(lexp - |ca|c) ] / (n-2) }
icalc = Cexp X M + b
donde:
Sic: Desviacion estandar de la recta
iexp: INtensidad de corriente experimental
Cexp: CoONncentracion de 4cido kermésico en celda
m: pendiente de la ecuacion de linealidad
b: Ordenada de la ecuacioén de linealidad
LDD: Limite de deteccion
Tabla 13. Limite de deteccién obtenido con polarografia clasica para el
acido kermeésico en disoluciéon de KNO3; 0.2 M
Cexp (M) iexp (NA) icaic (NA) (iexp - i(:alt:)2 (Cexp - Cprom)2 Ce><p2
6.48E-05 27 2.93E+01 362.696818 1.06E-07 4.20E-09
1.29E-04 35 4.25E+01 184.102923 6.85E-08 1.67E-08
2.57E-04 80 6.87E+01 139.649001 1.78E-08 6.63E-08
3.84E-04 123 9.46E+01 215.650339 4.59E-11 1.48E-07
5.10E-04 130 1.20E+02 193.977113 1.41E-08 2.60E-07
6.34E-04 144 1.46E+02 24.0044789 5.91E-08 4.02E-07
7.57E-04 149 1.71E+02 207.647345 1.34E-07 5.73E-07
Cprom = 3.91E-04 S = 1327.72802 S=. 4.00E-07 S = 1.47E-06
n= 7
LDD LDD
b= -8.4429 Sirc Sm Sb (M) (ppm)
m = 5.95E+05 16.2955701 2.58E+04 22.49079944 8.2x10° 27.2
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Margarodes Polonicus de Breynius Prodromi Fasciculi Plantarum,
Biblioteca de la Academia de Ciencias Naturales de Philadelphia.

La figura muestra algunos tipos de cochinilla utilizados para tefiir alfombras
orientales. Las cochinillas con el nimero 8 y 10 habitan en robles (Coccus ilicis),
mientras que las cochinillas 12 y 15 habitan en el nopal (Dactylopius coccus costa).
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Isis extendiendo sus brazos alados
Reinado de Akenaton (1353-1336 a. C.)

El Kermes fue utilizado en Egipto, para producir un color rojo vivo de
uso frecuente en el arte y representacion de sus dioses. El rojo era el
color de la vida y de la victoria; durante las celebraciones los egipcios
pintaban partes de su cuerpo de este color.



Figura bordaba que se repite

Manto multicolor bordado con figuras de seres
mitologicos, correspondiente al periodo llamado
Paracas Necropolis (200 a.C. a 150d.C.).
Cultura Inca, Peru.

Los mantos son grandes pafios de tela de algodén rodeada con flecos y decorada con disefios
bordados con hilos de algodon y lana, usando como técnica el "punto de ojal”. Al centro,
ordenados como fichas como en un tablero de ajedrez, la figura principal también bordada, es
de un ser mitoldgico repetido muchas veces, pero con variantes de orientacién y combinacién
de colores. Para obtener el color rojo usaron grana cochinilla (Dactylopius coccus costa).
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Mural del Templo Rojo, zona arqueoldgica de Cacaxtla, Tlaxcala.
Fundada por los olmecas-xicalancas entre 600 y 900 dC.,
significa “Lugar donde muere la lluvia en la tierra’.

El mural esta ubicado en el lado sur del templo. Con motivos acuaticos sobre un fondo rojo
(grana cochinilla), muestra a un sefior con elementos de ave parado sobre una serpiente
emplumada, lleva en los brazos una barra ceremonial identificado como un elemento maya.



El manto tefiido de kermes de Roger II, rey de Sicilia
Conocido como el manto de la coronacion del santo imperio romano
Palermo, siglo XII
Seda tefiida de kermes, bordada con oro, perlas y piedras preciosas
Medidas: largo 146 cm, ancho 345 cm
Coleccion del Kunsthistorisches Museum de Viena

Detalles del manto



La Virgen y el Nifio
Alberto Durero (1500-1510)

Seccion transversal de la obra, sombras del vestido y
manto de la Virgen, pintados con kermes
National Gallery de Londres



La Adoracion de los Pastores
Giorgione (1505-1510)

Tonos rojos en vestido y tanica pintados con kermes
National Gallery of Art, Washington, DC. USA.
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Hilos tefiidos con pigmentos naturales

Violetas, lavanda, romero, manzanilla, caléndula, azafran, rubia, etc, son ejemplos de
plantas de las que se pueden extraer colorantes.
Los colorantes naturales a base de frutas, hortalizas, especias, plantas, flores y animales;
se han empleado desde la prehistoria con usos muy variados como tefir telas, en pinturas
y murales, para impartir color a alimentos y objetos, etc.



Grana cochinilla seca y &cido carminico

acido carminico

acido carminico
complejado con
aluminio

acido carminico
complejado con estafio

acido carminico
complejado con fierro

acido carminico
complejado con cromo

acido carminico
complejado con cobre

Lana tefiida con grana cochinilla
mordentada con aluminio, estafio, fierro, cromo y cobre
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