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2. Resumen

La extraccién del dcido carminico (AC) de Dactylopius Coccus Costa (grana cochinilla) ha despertado un gran
interés en las industrias alimentaria y cosmética debido a su amplia aplicacién como colorante natural. Sin embargo,
los métodos de extracciéon convencionales que emplean disolventes orgénicos presentan desafios tanto ambientales
como econdémicos, incluyendo el uso no sostenible de la cochinilla, el consumo excesivo de disolventes y los altos costos
asociados a la purificacién. Ademads, restricciones regulatorias en varios paises, derivadas de preocupaciones sobre
seguridad alimentaria y salud, han motivado la biisqueda de alternativas de extracciéon méas seguras y sostenibles.

En este estudio, se evalta el uso de solventes eutécticos profundos naturales (NADES) como un método innovador
y respetuoso con el ambiente para la extraccién del dcido carminico. Se realizé una serie de microextracciones para
determinar las condiciones éptimas, evaluando variables como temperatura, tiempo de extraccién, composicién del
NADES, tiempo de preparacién, pureza y rendimiento. Los extractos obtenidos bajo diferentes condiciones fueron
analizados mediante técnicas espectroscopicas (UV-Vis, IR y RMN), lo que permiti6 identificar la eficacia de las
metodologias propuestas.

Por otro lado, se llevé a cabo un anélisis tedrico utilizando la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) para
identificar los sitios preferenciales de desprotonacién del dcido carminico y evaluar su comportamiento en distintos
medios quimicos. Los célculos se realizaron en fase gaseosa y en solucién acuosa al nivel de teoria B3LYP/6-
311+G(d,p) utilizando el modelo de solvatacién implicita SCRF=(Solvent=Water). Se estimaron los cambios re-
lativos de acidez (ApKa) en los grupos funcionales, lo que permitié cuantificar el del entorno quimico sobre la
estabilidad relativa de los diferentes sitios de desprotonacién. Estos resultados proporcionan una base tedrica para
entender como las interacciones del acido carminico con disolventes especificos influyen en la eficiencia de extraccion.

Los hallazgos resaltan el potencial de los NADES, compuestos por acido tartarico, cloruro de colina y agua, como
solventes eficientes y sostenibles para la extraccion selectiva del acido carminico. La integracion de la optimizaciéon
experimental con el andlisis tedrico contribuye al desarrollo de técnicas de extraccién mas verdes, abordando las
preocupaciones ambientales y y satisfaciendo la creciente demanda industrial de procesos més limpios, selectivos y
eficientes.

3. Introduccién

El 4cido carminico (AC) es un compuesto relevante en la industria de los colorantes, con un uso histérico que se
remonta a las civilizaciones azteca y maya, quienes lo extrafan de la grana cochinilla (Dactylopius Coccus). Durante
la época virreinal, el AC se convirtié en un importante producto de exportacién hacia Espana, junto con otros bienes
valiosos como el oro (7). Las hembras adultas del insecto son las productoras de dcido carminico, la cantidad de AC
extraido depende de factores como la maduracién del insecto, su dieta y la regién de cultivo (2). Una propiedad
notable del AC es su variacién de color con el pH, presentando una gama que va desde anaranjado en pH 1-3, rojo
en pH 5.5, rojo carmin en pH 7, hasta rosa en pH 14 (3). Esta variacién se debe a sus equilibrios dcido-base. El AC
es un compuesto polar que interactia eficientemente mediante puentes de hidrégeno con disolventes polares como el
agua. Su solubilidad y color estéan influenciados por el pH y temperatura (4). El color rojo del AC es consecuencia
de la presencia de grupos cromoéforos con un sistema de enlaces dobles conjugados que facilitan la absorcién de luz
visible. Ademaés, sus grupos carboxilo pueden formar complejos con metales como el aluminio, lo que explica su uso
en colorantes (5).

N N e s e s e s g o

Figura 1: Valoracién con 4cido carminico en una solucién de itrio (3) (6) Itrio y AC ver méas en Anexo.

La extraccion sélido-liquido del AC se basa en la solubilidad, el equilibrio de fases y la cinética de extraccion.



Ademas, el tamano de particula es crucial para optimizar el rendimiento de extracciéon (7). Histéricamente, la
extracciéon prehispanica utilizaba procedimientos simples como el secado y molido de las cochinillas, seguido de la
inmersion en agua caliente. Aunque este método no permite la obtencién de dcido carminico puro, sigue siendo
de interés para estudios histéricos (8). Recientemente, se han desarrollado nuevas técnicas de extracciéon para
mejorar el rendimiento y pureza del AC. Por ejemplo, la extraccién asistida por microondas (MAE) ha mostrado
ser eficiente al aumentar la penetracién del solvente en la matriz celular, alcanzando un rendimiento superior 60 %
(9). Sin embargo, los solventes reportados en la extraccién de AC (Hexano.Cloroformo, Metanol, Etanol) suelen
ser téxicos y poco sostenibles en comparacién con los solventes eutécticos profundos naturales (NADES). En este
sentido, los liquidos iénicos (ILs) y los solventes eutécticos profundos (DES) han sido propuestos como alternativas
ecologicas, aunque los ILs presentan desventajas como altos costos y falta de biocompatibilidad. Los DES ofrecen
una alternativa sostenible, con propiedades fisicoquimicas similares a los ILs (9).

3.1. Acido carminico

El acido carminico, con férmula quimica CooHogO13, es un pigmento rojo carmesi clasificado como un colorante
antraquinoico. Su estructura incluye un ntcleo de 1,3,4,6-tetrahidroxi-9,10-antroquinona, un grupo metilo en la
posicién 8, un grupo carboxilo en la posicién 7 y una cadena de glucitol unida mediante un enlace C-glucosidico. Su
masa molecular es de 492.39 g/mol. Comercialmente, este compuesto es conocido como “carmin” cuando contiene al
menos un 50 % de 4cido carminico en solucién. En la tabla 1, se muestra la composicién porcentual de los diferentes
compuestos identificados durante la extraccién del AC de la grana cochinilla (Dactylopius Coccus Costa)(1)

Tabla 1: Composicién de la grana cochinilla analizando luego de la extraccién de AC

Componente  Porcentaje total en el animal [ %]

Acido Carminico 10-12
Grasas 2-12
Ceras 2-3
Humedad (agua) 10-12
Proteinas 32-45
Carbohidratos 10-12
Cenizas 3-5

El acido carminico presenta las siguientes caracteristicas:

1. Es un compuesto polar, debido a la posiciéon y nimero de los grupos funcionales polares presentes en su
estructura los grupos dcidos carboxilicos (COOH) y los grupos hidroxilo (OH). Esta polaridad permite que
el adcido carminico interactie eficazmente a través de enlaces de hidréogeno con compuestos polares, como el
agua.

2. En solucién acuosa, el dcido carminico presenta una conductividad eléctrica baja, tipicamente del orden de 1—
10 pS/cm, dependiendo de la concentracion y el pH. Esta baja conductividad se debe a su escasa disociacién
iénica: aunque posee grupos carboxilicos (~COOH) capaces de ionizarse parcialmente en medio acuoso, el
grado de disociacion es limitado, especialmente en soluciones con pH inferior a 5. A modo de comparacién, un
electrolito fuerte como NaCl al 0.01 M puede tener conductividades del orden de 1000 puS/cm. Esta diferencia
evidencia que el acido carminico no genera una cantidad significativa de iones libres en solucién, lo cual
puede influir en su comportamiento en procesos como separacién por campos eléctricos o en aplicaciones
electroquimicas.

3. La solubilidad del acido carminico puede variar con la temperatura y el pH. A pH acido, el 4cido carminico
se encuentra en su forma protonada (no ionizada), lo que puede influir en su solubilidad y color. (4)

4. Su color rojo se deriva de la presencia de grupos croméforos en su estructura molecular, que incluyen un
sistema de enlaces dobles conjugados, también conocido como enlace pi. Este enlace pi es una caracteristica
estructural crucial de los compuestos organicos, ya que facilita la absorcién de luz visible. Cuando una molécula
posee un sistema de enlaces dobles conjugados, como en el dcido carminico, los electrones de los enlaces pi
pueden moverse dentro del sistema en respuesta a la energia absorbida de los fotones de luz visible. A medida
que los electrones del sistema pi absorben la luz visible, la molécula se excita a un estado electrénico mas alto,
lo cual afecta su apariencia de color. La longitud de onda de la luz absorbida determina el color observado de



la sustancia. El sistema de enlaces pi conjugados en el dcido carminico es lo que le confiere su intenso color
rojo.

. Contiene grupos carboxilo en su estructura, los cuales presentan dos pares de electrones libres (Figura 2).
Segun la teoria acido-base de Lewis, estos pares de electrones actiian como bases y pueden interactuar con
metales como aluminio o calcio, u otros dcidos de Lewis formando interacciones de tipo electrostatico o de
coordinacién.(5)

HO

OH O

Figura 2: Estructura acido carminico

Este pigmento presenta alta solubilidad en una amplia variedad de medios, incluyendo soluciones acuosas,
alcohdlicas, ésteres, acidos y entornos alcalinos, gracias a su estructura poli-hidroxilada. No obstante, es
insoluble en disolventes no polares como el éter de petréleo, benceno y cloroformo. En soluciones acuosas,
es susceptible a degradacién fotoquimica por absorcién de luz, aunque mantiene una notable estabilidad
quimica gracias a un equilibrio entre varias formas isoméricas y su capacidad de participar en reacciones de
oxido-reduccién.



3.1.1. La D-glucosa en el acido carminico

El 4cido carminico posee una unidad de D-glucosa enlazada mediante un enlace O-glucosidico al nicleo
de antraquinona, el cual es responsable de su intensa coloracién. La presencia de la glucosa incrementa la
solubilidad en medios acuosos gracias a sus multiples grupos hidroxilo, facilitando la formacién de enlaces de
hidrégeno e interacciones con solventes polares.

Dado que la interaccion entre la D-glucosa y los disolventes juega un papel crucial en la eficiencia de extraccién,
se estudia a continuacién su estructura:

)

b)

Estructura lineal de la D-glucosa.

La D-glucosa es un monosacarido con un grupo aldehido en el carbono 1 (C1), que es lo que la convierte
en un aldosa. Su férmula es CgH120¢ y su estructura lineal incluye un grupo aldehido (-CHO) en el
extremo de la cadena y varios grupos hidroxilo (-OH) en los otros carbonos.

La estructura lineal de la glucosa se muestra a continuacion:

//O
(C1) = H—(F
(C2) = H(F-OH
(C3) = HO(IZ—H
(C4) = H(IZ—OH
(C5) = HC-OH

|
(C6) » CH,OH
D- glucosa

Figura 3: Estructura lineal de la D-glucosa

Reaccién de adicién nucleofilica para formar el hemicetal (grupo hidroxilo (-OH) que reacciona con un
grupo carbonilo (~C=0), proveniente de un aldehido).

Cuando la D-glucosa esta en solucién acuosa, su grupo aldehido (en C1) puede reaccionar con un grupo
hidroxilo (-OH) en el carbono 5 (C5), que estd ubicado en el extremo de la cadena. Esta es una reaccién
de adicién nucleofilica.

= Nucleéfilo y Electréfilo Nucleéfilo: El oxigeno del grupo hidroxilo en C5 es nucleofilico, porque tiene
un par de electrones no compartidos, lo que le permite atacar (reaccionar) un dtomo de carbono
electrofilico. Electréfilo: El carbono en el grupo aldehido (C1) es electrofilico porque el doble enlace
con oxigeno (C=0) hace que el carbono esté parcialmente cargado positivamente, lo que lo hace
susceptible a un ataque nucleofilico.

= Mecanismo de adicién nucleofilica Ataque nucleofilico: El oxigeno del grupo hidroxilo en el C5 ataca
al carbono del grupo aldehido (C1), lo que rompe el doble enlace C=0.

Formacién del hemicetal: Como resultado del ataque nucleofilico, el C1 ahora tiene un enlace simple con
un nuevo oxigeno (el oxigeno proveniente del C5) y un grupo hidroxilo (OH) en el C1. Esto forma un
hemicetal.

La reaccién puede representarse de la siguiente manera:

Equilibrio ciclico: Alfa y beta anémeros.

Una vez que se forma el hemicetal, el nuevo carbono (C1) donde se unié el oxigeno se llama carbono
anomérico. Este carbono puede existir en dos configuraciones espaciales distintas, lo que da lugar a dos
formas anoméricas: alfa a y beta .

En la forma alfa «, el grupo -OH en el carbono anomérico esta opuesto al grupo CHoOH (en C6). En la
forma beta 3, el grupo -OH en el carbono anomérico esta en la misma direccion que el grupo CH,OH. El
equilibrio entre estas dos formas anoméricas es lo que ocurre en solucién acuosa, y ambas formas estan
presentes en equilibrio.
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Figura 4: Equilibrio ciclico

El 4acido carminico es un colorante natural que se extrae de la cochinilla Dactylopius coccus, aunque también
existen métodos biotecnoldgicos recientes para producirlo sin depender de fuentes naturales. En la industria
alimentaria, se emplea para dar tonos rojos a bebidas, jugos, helados, yogures, embutidos y otros productos.
Aunque carece de sabor y aroma, su color ayuda a mejorar el atractivo visual de los alimentos y bebidas, lo
cual influye en la percepcién del sabor. Este efecto psicolégico hace que los consumidores asocien el color de
un alimento con un sabor especifico, creando asi una experiencia sensorial més completa.

Figura 5: Cochinilla Grana molida

Ademaés de su uso en la industria alimentaria, el dcido carminico también se aplica en textiles, cosméticos,
medicamentos y otros productos, con la aprobacién de la FDA para su uso como colorante (6). Su estabilidad en
un amplio rango de pH (3.5 a 8) y su resistencia al calor y la luz aumentan su valor para diversas aplicaciones.
Debido a estas propiedades, el interés cientifico en este colorante ha ido en aumento, especialmente en sus
potenciales beneficios biolégicos ya que el acido carminico no solo posee actividad antioxidante, sino que



también ayuda a reducir la inflamacién y el estrés oxidativo en el higado, mostrandose prometedor como
tratamiento para enfermedades hepdticas, como la esteatosis hepatica no alcohdlica (NAFLD) (6). Ademds, se
ha explorado su conjugacién con la hormona GnRH, lo que abre posibilidades para el desarrollo de compuestos
con actividad fotoactiva (6).

El 4cido carminico, conocido comercialmente como E120, cambia de color en solucién segtn el pH, ya que sus
fracciones fendlicas presentan una naturaleza acida. A pH bajo, el dcido carminico muestra un tono naranja,
mientras que en condiciones ligeramente acidas o neutras se torna rojo, y en medios alcalinos puede adquirir
un tono violeta (3). En los métodos de extraccién de dcido carminico, el pH es un factor fundamental, ya
que influye de manera significativa en la eficiencia y especificidad del proceso, regula el estado de carga del
acido carminico y los equilibrios de ionizacién de sus componentes, generando un conjunto de interacciones
electrostaticas y fenémenos de solvatacién que resultan cruciales para el mecanismo de extraccién.

3.2. Solventes Eutécticos Profundos (DES y NADES)

Los Solventes Eutécticos Profundos (DES, por sus siglas en inglés: Deep Eutectic Solvents) conforman una
categoria relativamente reciente de solventes verdes, desarrollada a partir de la combinacién de dos o mas
compuestos (generalmente sélidos a temperatura ambiente) que, al mezclarse en proporciones adecuadas,
forman un liquido a temperatura ambiente. Estos solventes han ganado atencién en la tltima década debido
a su bajo costo, biodegradabilidad, baja toxicidad y la posibilidad de disenar sus propiedades fisico-quimicas.
Una de estas propiedades es su viscosidad tipicamente elevada, que puede variar entre 100 y 10,000 mPa - s a
temperatura ambiente, dependiendo de la composicién del DES. Esta viscosidad es significativamente mayor
que la del agua (1 mPa - s) o del etanol ( 1.2 mPa - s), lo que puede afectar procesos de difusién, transporte
de masa o manipulacién en aplicaciones practicas, ademas los DES tienen una capacidad especifica para
interactuar mediante enlaces de hidrégeno, estas interacciones promueven la solubilidad de compuestos polares,
tanto orgdnicos como inorganicos, que contienen dtomos electronegativos o aceptores de puentes de hidrégeno.
Haciendo asi que los DES se comporten como liquidos con caracteristicas ajustables a sistemas como extraccién
de colorantes de origen vegetal.(10).

Los DES se clasifican en diferentes tipos segiin los componentes que los forman.

= Tipo I: Formados por una sal cuaternaria, cominmente cloruro de colina, y una sal metélica anhidra,
como ZnCl . Estos sistemas presentan propiedades cataliticas o electroquimicas, pero generalmente no se
consideran de origen natural.

= Tipo II: Similares al tipo I, pero en este caso la sal metdlica estd hidratada, por ejemplo FeCl - 6H O.
Este tipo de DES se ha aplicado en procesos redox, aunque su toxicidad y origen no natural limitan su
uso en aplicaciones verdes.

= Tipo IV: Integrados por un compuesto orgdnico (HBA) y una sal metdlica hidratada, sin la presencia
de sales cuaternarias. Un ejemplo es la mezcla de urea con ZnCl - 4H O. Aunque menos comunes, estos
sistemas han demostrado utilidad en catéalisis y sintesis quimica.

= Tipo V: Formados por dos compuestos orgdnicos (uno actiia como HBA y otro como HBD), sin sales
metéalicas ni sales cuaternarias. Ejemplos incluyen mezclas de acido lactico con glucosa o glicerol. Al igual
que los tipo III, estos DES también se consideran NADES por su origen completamente natural.

= DES tipo III se forman por la interacciéon entre una sal de amonio cuaternaria, como el cloruro de
colina (ChCl), y un compuesto dador de hidrégeno (HBD), como acidos carboxilicos o alcoholes. Las
interacciones de enlace de hidrégeno son clave para reducir el punto de fusién de la mezcla.(11).

En los DES tipo III, las interacciones intermoleculares entre el HBD y el aceptor de enlaces de hidrégeno
(HBA) facilitan la deslocalizacién de la carga del anién en la sal de amonio, lo que reduce la fuerza del
enlace i6nico y disminuye la energia de la red cristalina. Sin embargo, el éxito de estos procesos depende
de varios factores, como la polaridad, viscosidad y capacidad de formacién de enlaces de hidrégeno, lo
que es particularmente relevante en el disefio de NADES (Natural Deep Eutectic Solvents), un subgrupo
de DES basados en componentes naturales(12)(13).



3.3. El Rol del Agua en los DES

El agua juega un papel fundamental en el comportamiento y desempeno de los DES, especialmente en apli-
caciones como la extracciéon de compuestos bioactivos. Las propiedades fisicoquimicas del sistema, como la
viscosidad, la conductividad eléctrica y la capacidad extractiva, estdn fuertemente influenciadas por el conte-
nido de agua.

A concentraciones bajas de agua (fraccién molar <30 % o fraccién en peso <5 %), esta se incorpora a la red del
DES sin alterar significativamente sus propiedades. En este rango, el agua no compite de forma notable por
los enlaces de hidrégeno entre el donador (HBD) y el aceptor de enlaces (HBA), permitiendo que la estructura
y funcionalidad del sistema se mantenga précticamente intacta (12).

Sin embargo, cuando la fraccién molar de agua supera el 50 %, se observa una disrupcién importante de
la red de enlaces de hidrégeno caracteristica del DES. El agua actiia como competidor por los sitios de
enlace, debilitando las interacciones HBD-HBA y desorganizando la estructura supramolecular, es decir, la
red tridimensional mantenida por interacciones no covalentes. Este fenémeno afecta negativamente propiedades
clave como la solubilidad, la viscosidad y la selectividad, disminuyendo asi la eficacia del sistema en procesos
como la extraccién o la catdlisis. En estas condiciones, el DES puede comportarse mas como una solucién
acuosa diluida que como un medio eutéctico funcional (12).

En esencia, el exceso de agua puede transformar un DES en una solucién acuosa diluida, lo que compromete
su capacidad para interactuar de manera eficiente con los compuestos de interés, como el dcido carminico(12).



4. Marco tedrico

4.1. NADES en la Extraccién de Acido Carminico

El uso de NADES, especialmente aquellos que incluyen cloruro de colina como HBA y un acido carboxilico o
un alcohol como HBD, ha demostrado ser eficaz en la extraccién de compuestos fendlicos (9), como el dcido
carminico.

En los experimentos de extraccién con NADES basados en cloruro de colina y acido tartarico, se ha observado
que un contenido adecuado de agua mantiene la integridad del sistema (13) (11) y mejorarfa la selectividad
hacia el dcido carminico . Esto resalta la importancia del disefio racional de los NADES, donde no solo se debe
considerar la naturaleza de los componentes, sino también como se mencioné anteriormente la cantidad de
agua, ya que este factor influye directamente en las propiedades fisicas del sistema y, por ende, en su capacidad
para actuar como solvente de extraccién.

En la Tabla 2 se presentan algunos ejemplos y algunas caracteristicas fisicas relevantes de seis NADES em-
pleados en diversos procesos quimicos por el grupo de investigacién de Diego A. Alonso. (11). En dicha tabla,
se puede observar el recurrente uso del cloruro de colina como un constituyente importante de esos NADES
pues debido a su estructura iénica, el cloruro de colina puede interactuar con otras moléculas polares a través
de interacciones electrostaticas y puentes de hidrogeno favoreciendo su solubilidad en agua y otros disolventes
polares.(11)

Tabla 2: Propiedades fisicas de algunos NADES (11)

NADES Proporcién p.f Densidad Viscosidad Conductividad Biodegradibilidad
(°C) (g/em? (cP) (mS/em) (%)28 dias
ChCl- Urea 1:2 12 1.25 750 0.199 97.1
ChCl-Glicerol 1:2 -40 1.18 376 1.05 95.9
ChCl-Acido malénico 1:2 10 1.25 1124 0.36 76.3
ChCl-Acido tartarico 1:2 47 1.27 66441 0.014 84.6
ChCl-TsOH 1:1 27 1.21 183 0.04 80.4

Dado que los NADES también son polares y que, segin el principio de que "lo polar disuelve lo polar”, se
puede prever que la afinidad del acido carminico por los NADES serda mayor en funcién de la polaridad de estos
solventes. Otra caracteristica importante es la solubilidad en agua de los NADES ya que esto determinaré la
facilidad de formar una mezcla homogénea al preparar el NADES (Tabla 3 )

Tabla 3: Solubilidad de los componentes de NADES [Sigma Aldrich]

Especie Solubilidad
p-TsOH 670 g/L a 20°C
Acido Tartarico  1.390 g/L a 20 °C
Urea 624 g/L a 20 °C
Glicerol 1.000 g/L a 25 °C

Cloruro de colina 140 g/L a 20°C
Acido oxélico 220 mg/ L a 25°C
Acido malénico 766 g/L a 20 °C

Ademas la presencia de grupos funcionales polares en los componentes de los NADES, como se muestra en
la Tabla 2, respalda la hipdtesis de que estos solventes son adecuados para la extraccion de acido carmini-
co (AC). Grupos polares, como los hidroxilos (OH) y carbonilos (C=0) (Figura 6), facilitan interacciones
intermoleculares relevantes.
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Figura 6: Estructuras quimicas de los componentes de los NADES seleccionados

Otra propiedad importante son los valores de momento dipolar de los componentes de los NADES, presentados
en la Tabla 4, los cuales constituyen un indicador clave para evaluar las interacciones moleculares responsables
de la solubilizacién del AC. Un mayor momento dipolar en los NADES se traduce en una distribucién mas
significativa de carga eléctrica dentro de sus moléculas, lo que favorece la formacién de interacciones especificas
como enlaces de hidrogeno, fuerzas dipolo-dipolo y posibles interacciones idnicas si el medio contiene grupos

funcionales cargados.

Tabla 4: Momentos dipolares de los componenetes de NADES [datos obtenidos de calculos propios en Gaussian 0.9]

Especie

Momento dipolar [Debye]

p-TsOH
Acido Tartérico
Agua
Urea
Glicerol
Cloruro de colina
Acido ox4lico
Acido malénico

4-6
5-8
1.85
5
2-4
10-12
1-2
2-3



El 4cido carminico, que presenta multiples grupos hidroxilo y carboxilo, puede interactuar con los NADES a
través de estos mecanismos, especialmente con componentes capaces de aceptar o donar protones. La polari-
dad de los NADES también puede influir en la organizacién estructural del AC en el solvente, estabilizando
conformaciones especificas que faciliten su solubilizacién. En conjunto, estas caracteristicas quimicas sugieren
que un NADES con mayor momento dipolar tiene una mayor capacidad para formar interacciones energéti-
camente favorables con el AC, lo que no solo incrementa su solubilidad, sino también la eficiencia del proceso
de extraccion.

A partir de los estudios previos sobre la extraccién de dcido carminico, surge la necesidad de desarrollar un
método que se caracterice por su alta selectividad, permitiendo un proceso de purificacién que garantice la
obtencién exclusiva de AC. En este contexto, los NADES representan una alternativa prometedora, ya que
pueden disenarse con propiedades especificas para mejorar tanto la solubilidad como la selectividad del acido
carminico. Esto no solo permitiria una extracciéon més eficiente, sino que también ofreceria un enfoque mas
respetuoso con el medio ambiente. (11)

Por lo anterior, y con base en los antecedentes presentados, se propone el uso de NADES y su disefio en la
extraccién de dcido carminico como un enfoque innovador para abordar esta problemética.(14)(9)(15)
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5. Hipotesis

Si el NADES seleccionado lleva a cabo interacciones preferentemente con el acido carminico (AC) presente en
el polvo de cochinilla grana, entonces se podra extraer el pigmento AC de manera selectiva.

6. Objetivos

6.1. Objetivo general

= Extraer selectivamente el dcido carminico a partir de grana cochinilla Dactylopius Coccus Costa utilizando
solventes eutécticos naturales profundos (NADES).

6.2. Objetivos especificos

a) Identificar un conjunto de NADES que permitan una extraccion eficiente y selectiva del dcido carminico
a partir de grana cochinilla.

b) Evaluar la eficiencia de las extracciones con los NADES seleccionados en comparacién con la metodologia
de extraccién con etanol/agua asistida con microondas (MAE).

¢) Proponer un protocolo optimizado para la extraccién de dcido carminico utilizando NADES, incluyendo
un analisis detallado de las condiciones de extraccién y los pardmetros més relevantes.

d) Determinar las energias electrénicas de los sitios desprotonables del dcido carminico (grupo carboxilico
y grupo fendlico) en fase gaseosa y solucién acuosa.

e) Evaluar el impacto del modelo de solvatacién implicito SCRF=(Solvent=Water) sobre las energias de
desprotonacion de cada grupo funcional y calcular los cambios relativos en la acidez ( pKa) entre los
diferentes sitios funcionales del dcido carminico en ambas fases.

7. Metodologia

A continuacién se realiza una descripcion de la metodologia propuesta para el estudio de extracciéon de dcido
carminico (AC) con solventes eutécticos naturales profundos (NADES). Asimismo, se explica la preparacién
de una metodologia comparativa y un estudio de rendimiento.

7.1. Eliminacion de ceras

Para reducir las impurezas en la extraccién del acido carminico, se realizo el siguiente procedimiento: primero,
se molieron aproximadamente 300 mg de cochinilla grana hasta obtener un polvo fino. Luego, este polvo se
sometié a un reflujo en hexano durante 24 horas a 60 °C. Tras finalizar el reflujo, el hexano se eliminé mediante
una pipeta Pasteur, acompanado de calentamiento para asegurar su completa evaporacion. Finalmente, se
recuper6 el polvo de cochinilla libre de ceras, listo para las pruebas de extracciéon con NADES.

7.2. Preparaciéon de NADES

Para la experimentacién, los NADES elegidos y sintetizados para realizar las extracciones de AC son los
descritos en la Tabla 5 (Eleccién de estos NADES segiin disposicion en el laboratorio y propiedades marcadas
en seccién 3 "NADES en la extracciéon de AC”). El NADES se prepard en un vial de reaccién agregando un
40 % en peso de agua respecto al peso total de los componentes. La mezcla se agité de manera constante y se
calent6 a una temperatura entre 70 y 80°C durante 5 min para llegar a una mezcla totalmente homogénea.

Realizada esta etapa, se procedié a la extraccién del AC con las siguientes metodologias propuestas:
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Tabla 5: Los componentes, las proporciones de cada uno y las propiedades de los NADES resultantes de cada mezcla
que se utilizardn para la extraccién de 4cido carminico (AC).

Componentes NADES Proporcién Grupos funcionales

Cloruro de colina / p-TsOH (1:1), 250 mg: 340 mg  Cl, "N(CH3), (~SO3H)
Cloruro de colina / Glicerol (1:2), 250 mg: 330 mg “Cl, *N(CH3), (- OH)
Cloruro de colina / Acido tartarico  (1:2), 250 mg: 537 mg “Cl, "N(CH3), (- OH)
Cloruro de colina / Urea (1:2), 250 mg: 215 mg Cl, "N(CH3), (- CONH,)
(1:1)
(1:1)

Cloruro de colina / Acido oxalico , 250 mg: 225 mg Cl, "N(CHj3), (- COOH)
Cloruro de colina / Acido malénico , 250 mg: 186 mg Cl, *N(CH3), (-COOH)

7.3. Extraccion sélido-liquido

El método de extraccién asistida por microondas (MAE), previamente desarrollado y evaluado por el grupo
de investigacién (7), se presenta como una metodologia adecuada para utilizar como referencia en el estudio
comparativo de los rendimientos de dcido carminico obtenidos mediante extraccién con NADES.

7.3.1. Extraccion MAE

Para la extraccién asistida por microondas (MAE), se siguieron los siguientes pasos. Se colocaron 100 mg de
polvo de cochinilla libre de ceras en tubos XP1500 para someterlos a calentamiento en el equipo de microondas
(Microondas Discover Proteomics, CEM Automated Synthesis System). Previamente, se afiadieron 4 ml de
agua destilada o desionizada ajustada a pH 2 con HCI [Sigma-Aldrich, ACS Reagent, 37 %]. Luego, se realizd
el calentamiento a 50 °C durante 10 minutos, con una potencia de 200 W. Finalizado el tiempo, la disolucién
resultante fue centrifugada mientras atn estaba caliente, y la fase liquida fue separada de la sélida con una
pipeta Pasteur. Se ajusté el pH de la extraccién para su posterior andlisis en HPLC (WatersW600IV —
W600SC).

Se realizaron tres extracciones utilizando la misma grana de cochinilla como materia prima, hasta el agota-
miento visible del pigmento.

7.3.2. Extraccion NADES

En la extraccién de dcido carminico (AC) con NADES, se siguié la metodologia descrita a continuacién: en
un vial de reaccion se colocaron los componentes del NADES de acuerdo con las proporciones indicadas en
la Tabla 5. Estos componentes fueron mezclados con agua desionizada en una proporcién equivalente al 40 %
del peso total. A continuacién, se agregaron 300 mg de grana cochinilla a la mezcla. La mezcla de extraccién
se sometié a agitacién constante durante 12 horas a una temperatura entre 70 y 80°C.

En esta metodologia, se probaron distintas mezclas eutécticas con el objetivo de identificar la méas adecuada
para la extraccién del dcido carminico. Se consideraron los siguientes aspectos:

a) Los procesos de extraccién y purificacién del disolvente.

b) La naturaleza de los componentes de la mezcla eutéetica (toxicidad, disponibilidad, selectividad).

Ademés, se optimizaron los pardmetros termodindamicos de la extraccién sélido-liquido, teniendo en cuenta
los siguientes factores:

a) La temperatura (70-80°C), evitando pérdidas de agua a temperaturas mds altas.
b) El tiempo de extraccién (12 horas).
7.3.3. pH en la extraccién

En cada uno de los pasos de la extraccién, se midié el pH debido a la influencia del ambiente quimico en el
que se encuentra el dcido carminico. Esto es critico para garantizar la integridad de la muestra y el éxito del
proceso de extraccién.
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7.3.4. Cromatografia de placa fina (TLC) y Cromatografia por columna (CC)

Para determinar las condiciones de separacion entre el NADES y el AC extraido, se realizé una cromatografia
de placa fina con fase estacionaria de silica y fase mévil de acetato de etilo-metanol (9:1).

7.4. Evaluacién de la eficiencia de la extraccién

A continuacioén, se presentan los procedimientos seguidos para evaluar la eficiencia de la extracciéon de cada
uno de los métodos propuestos.

7.4.1. Identificacién IR

Para la identificacién IR se utilizé un aparato de infrarrojo de marca Bruker modelo Tensor 27, Brunker
Platinum ATR con el software Opus. Se obtuvo e interpretd el espectro infrarrojo del acido carminico
comercial (Sigma ALDRICH) para emplear esta caracterizacién en la identificacién de los posteriores extractos
corroborando asi la extracciéon del compuesto dcido carminico.

7.4.2. Identificacion RMN

Se obtuvo e interpret6 el espectro RMN para 13C del dcido carminico comercial (ALDRICH) para emplear esta
caracterizacion en la identificacién de los posteriores extractos corroborando asi la extracciéon del compuesto
acido carminico. (Anexo)

7.4.3. Cuantificacién HPLC

La cuantificacién de AC obtenido en cada extraccion se llevé a cabo en un sistema cromatografico de liquidos
modular WatersW600IV —W600SC para cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) , equipado con
una columna YMG-Pack Pro C18 de fase inversa (5u m, 25c¢m x 4,6 mm de didmetro interno). El volumen
de inyeccién a la columna es de 20 L de disolucién, caudal de la fase mévil: 0,8 mL/min, longitud de onda
de 495 nm, el tiempo de corrida= 20 minutos.

7.4.4. Cuantificacién UV-vis

Una vez realizada la identificacién del tiempo de retencién del AC en el HPLC bajo las condiciones descritas,
se procedio a realizar una curva de calibracién para AC (Anexo) mediante UV-vis en un espectréometro Jasco
V-730 con la longitud de onda de 495 nm fija para AC con el proposito de identificar la concentracién de cada
muestra obtenida con el procedimiento NADES.

7.4.5. Analisis tedrico

Se realiz6 un andlisis tedrico utilizando la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT) para identificar los
sitios preferenciales de desprotonacién del acido carminico y evaluar cémo estos se ven afectados por el medio
quimico. El anélisis se llevé a cabo en fase gaseosa y en solucién acuosa mediante el nivel de teoria B3LYP/6-
3114-G(d,p) y el modelo de solvatacién implicito SCRF=(Solvent=Water), con el fin de estimar los cambios
relativos en la acidez (Delta pka ) entre los diferentes grupos funcionales de la molécula. Este enfoque permitié
cuantificar el efecto del solvente (Agua) en la estabilidad de los distintos sitios susceptibles de desprotonacién,
proporcionando una base tedrica para entender como la interaccion del acido carminico con medios especificos
afecta su reactividad. Los resultados son de particular interés para la optimizacién de su extraccién utilizando
solventes eutécticos profundos naturales (NADES), compuestos por mezclas de dcido tartdrico, cloruro de
colina y agua. (16)

La evaluacién del delta pka en diferentes entornos quimicos permite interpretar la influencia de la polaridad
y la solubilidad del medio sobre la eficiencia del proceso de extraccién. Estos hallazgos son clave para mejorar
los métodos de recuperacién selectiva de acido carminico y para avanzar en el desarrollo de técnicas sostenibles
basadas en NADES.
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Calculo del pK, para el dcido carminico

El pK, describe el equilibrio de ionizacién del 4cido carminico en solucién acuosa:

ACH= AC™ +H"

El pK, esta relacionado con la energia libre de Gibbs estandar de las especies en equilibrio. Para determinar el
pK, del dcido carminico (ACH) en solucién acuosa, se sigue la metodologia propuesta por H. Bernhard Schlegel
(16), basada en la relacién entre las energias libres estdndar de las especies protonadas y desprotonadas en
equilibrio:(16)

K — AG* _ G;q,AC’ + GZq,H* - CTV;KLq,ACH
PR = 5 303RT 2 303RT

En esta ecuacion:
» G} acn es la energia libre estdndar del dcido carminico en su forma neutra (ACH) en solucién acuosa.

] G;q ac— ©s la energia libre estdndar del anién del dcido carminico (AC™) en solucién acuosa.

s G

es la energfa libre estandar del protén (H™) en solucién acuosa.
aq,Ht

El célculo de la energia libre del proton en solucién acuosa, segin la metodologia seguida, implica los siguientes
pasos:

a) Energia libre estdndar del protén en fase gaseosa (G;H+), que se obtiene utilizando la expresién:
Gou+ = Hg v —TSg g+

Con valores de Hg,HJr = 1,48kcal/mol y S;)HJr = 26,05 cal/mol - K, resultando en una G;’H+ de -
6.2868075 kcal/mol (16).

b) Energia de solvatacién del protén (AG:q g+)» que se ha reportado como —265,9kcal/mol en la
literatura (17)

¢) Correccién para el cambio en el estado estandar, considerando la transicién de 1atm a 1mol/L
en solucién acuosa:

AG1atm—1m = RT In(24,4) = 1,89 kcal /mol

Con estos valores, se puede calcular la energia libre del protén en solucién acuosa, G:q i+ ¥ finalmente
obtener el pK, para el equilibrio de ionizacién del dcido carminico. (16)
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Calculo de la acidez en fase gaseosa (GA)

La acidez de los diferentes sitios de desprotonacion en el dcido carminico en fase gaseosa (denotada como
GA) fue calculada a partir de las energias libres de Gibbs de los aniones en la fase gaseosa. Este valor es una
medida del cambio de energia libre asociado con la desprotonacién en la fase gaseosa, y proporciona una idea
de la facilidad de desprotonacién cuando el sistema no estd influenciado por las interacciones solvatantes que
ocurren en la fase acuosa.

Para obtener los valores de GA, se utilizé la formula que correlaciona las energias libres de Gibbs de las
especies neutras y los aniones, similar a la metodologia propuesta por H. Bernhard Schlegel (2017) para
evaluar la acidez en fase gaseosa. La ecuacién general es la siguiente: (16)

GA= AGgaS = Ganion + G;,H* — Ghreutral
Donde:

= Ganion €s la energia libre de Gibbs de los aniones en fase gaseosa.
= Greutral € la energia libre de Gibbs del acido carminico neutro en fase gaseosa.

. GZ,H+ de -6.2868075 kcal/mol Energia libre estdndar del protén en fase gaseosa.

Interacciones entre el NADES y el dcido carminico

El 4cido carminico, con su esqueleto de antraquinona y multiples grupos funcionales (un carboxilo, hidroxilos
y un metilo), presenta sitios de interaccién altamente polares y regiones que favorecen la formacion de enlaces
intermoleculares con el NADES. Las interacciones esperadas incluyen:

a. Puentes de hidrégeno Los grupos hidroxilo (OH-OH) del 4cido tartarico pueden formar puentes de hidrégeno
con:

= El grupo carboxilico (COOH-COOH) desprotonado del dcido carminico (carboxilato, COO ~).

= Los grupos hidroxilo del anillo de antraquinona del acido carminico.

= Los grupos OH de la colina pueden formar enlaces de hidrégeno con los mismos sitios (6) (16).
Estas interacciones son dominantes en la estabilizacién del complejo dcido carminico-NADES debido a la
elevada densidad de grupos hidroxilo presentes tanto en el NADES como en el dcido carminico.
b. Interacciones i6n-dipolo El anién cloruro (Cl ) del NADES puede interactuar electrostdticamente con:

= El grupo carboxilato (-COO ) del 4cido carminico desprotonado, estabilizando la carga negativa por su

capacidad de solvatar aniones.
= Los grupos hidroxilo polares del dcido carminico, generando interacciones débiles debido al momento

dipolar local.

c. Interacciones dipolo-dipolo Las regiones polares del NADES (especialmente los grupos hidroxilo del dcido
tartarico y colina) pueden interactuar con:

= Los grupos polares (OH-OH y -COOH-COOH) del acido carminico.

= El momento dipolar de la estructura de antraquinona también puede contribuir a interacciones dipolo-
dipolo con el NADES, aunque en menor medida que los puentes de hidrégeno.

d. Interacciones de van der Waals (dispersién de London) Las regiones no polares del dcido carminico (como
el grupo metilo en el anillo de antraquinona) pueden establecer interacciones de dispersién con las cadenas
hidrocarbonadas de la colina. Aunque estas interacciones son débiles comparadas con los enlaces de hidrégeno,
pueden contribuir a la estabilizacién del sistema en un entorno altamente polar como el NADES.
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8. Resultados y analisis de resultados

8.1. Preparacion de NADES

Durante la preparacién de los diferentes NADES, se observé que el sistema compuesto por cloruro de colina,
acido oxalico y agua no logré formar una mezcla homogénea. Esta falta de uniformidad podria afectar la
extraccion del dcido carminico, ya que el pH y las propiedades quimicas del medio no serian consistentes en
toda la solucién.

8.2. Seguimiento del pH en la extraccién

Durante el procedimiento de extraccién se llevaron a cabo mediciones de pH en cada uno de los NADES (Tabla
6) ya que el pH inicial de los NADES es un factor clave en las interacciones quimicas durante la extraccién
del 4cido carminico (9).

Tabla 6: Constituyentes y valores de pH de cada NADES
NADES pH ‘ NADES pH

ChCl + p-TsOH + agua 0.46 +0.04 (ChCl + p-TsOH + agua) + soluto 1.80 +0.48
ChCl + Glicerol + agua 2.82 £0.27 (ChCl + Glicerol + agua) + soluto 4.36 £0.35
ChCl + Urea + agua 4.09 £0.22 (ChCl + Urea + agua) + soluto 5.58 £0.30
ChCl + Ac tartérico + agua  0.41 £0.18 | (ChCl 4+ Ac tartdrico) + agua) + soluto 1.72 £0.20
ChCl + Ac malénico + agua  0.87 +0.08 | (ChCl + Ac malénico + agua) + soluto  2.75 +0.07
ChCl + Ac Oxdlico + agua  1.12 £0.02 | (ChCl + Ac Oxdlico + agua) + soluto  1.27 £0.20

Realizada la preparacion, se midié el pH de cada NADES con el polvo de cochinilla libre de ceras (Tabla 6).

Los resultados de las mediciones de pH muestran un incremento en la alcalinidad cuando el polvo de cochinilla,
que contiene dcido carminico (AC), se incorpora a los NADES (Tabla 6). Aunque los valores de pH permanecen
dentro del rango acido (entre 1.27 y 6), esta tendencia més basica en comparacién con los NADES puros puede
atribuirse a la interaccion entre el dcido carminico y los solventes eutécticos profundos.

El 4cido carminico posee varios valores de pKa, lo que le permite actuar como un acido débil, ionizandose
parcialmente en funcién del pH del entorno. Al incorporarse en el NADES, es posible que algunos grupos
funcionales del AC se desprotonen, provocando una ligera neutralizaciéon del medio y, por tanto, un aumento
en el pH. Esta reacciéon podria deberse a la estabilizacién de los aniones formados por el acido carminico, que
interactiian con los componentes del NADES, lo que disminuye la acidez global de la mezcla.

8.3. Cuantificacion UV-vis

La espectroscopia UV-Vis se emple6 para la determinacién cuantitativa del dcido carminico (AC) en las
soluciones obtenidas tras el proceso de extraccién. Esta técnica se basa en la absorcién de radiacién electro-
magnética en la regién ultravioleta-visible por parte de los electrones de ciertos grupos croméforos presentes en
la molécula. En este caso, el dcido carminico presenta un cromoéforo conjugado capaz de absorber intensamente
en una longitud de onda especifica, lo cual permite su monitoreo espectroscopico.

La cuantificacién se fundamenta en la ley de Beer-Lambert, la cual establece que la absorbancia (A) es
proporcional a la concentracién de la especie absorbente en solucién (c), a la longitud del trayecto 6ptico (1)
y al coeficiente de absorcién molar (), de acuerdo con la expresion:

A=c-c-l

Donde:

A es la absorbancia (adimensional), € es el coeficiente de absorcién molar (L - mol ! - cm 1), ¢ es la concentracién
del analito (mol - L 1), [ es la longitud del paso 6ptico de la celda (cm).
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Esta relaciéon permitié obtener la concentracion de acido carminico a partir de la medicién de absorbancia,
utilizando una curva de calibracién construida con soluciones estandar. La aplicaciéon de esta metodologia hizo
posible comparar cuantitativamente la eficiencia de extraccién de los diferentes sistemas NADES evaluados.

Tras la preparacién de los NADES y la ejecucién de las extracciones, se procedié a la cuantificacién del dcido
carminico (AC) (Tabla 7) con el fin de identificar el NADES con la mayor capacidad de extraccién, mayor
explicacién de la curva en Anexo.

Tabla 7: Rendimientos de extraccion de cada NADES

NADES Concentracién [mg/L]
ChCl + Ac. tartérico 1.96
ChCl + Glicerol 1.14
ChClI + Ac. Oxélico 1.60
ChCl + Ac. Malénico 0.60
ChCl + p-TsOH 0.90
ChCl + Urea 0.73

Los resultados muestran una variabilidad significativa entre los NADES utilizados. E1 NADES formado por
ChCl y acido tartarico se destaca como el mas eficaz para la extraccién de acido carminico, seguido por el
sistema de ChCl y dcido oxélico, mientras que los demés NADES presentaron una menor capacidad extractiva.
Dado los rendimientos de extraccién obtenidos, se llevé a cabo una cromatografia en placa fina (TLC) con el
objetivo de determinar la fase mévil adecuada para la purificacion de cada muestra de extraccién mediante
cromatografia por columna (CC).

8.4. Cromatografia de placa fina (TLC) y Cromatografia por columna (CC)

La cromatografia de placa fina se utiliz6 como herramienta de anélisis cualitativo para detectar la presen-
cia del 4cido carminico en los extractos y evaluar su movilidad relativa (Rf) en diferentes disolventes. Esta
técnica permitié un primer reconocimiento del comportamiento cromatografico del compuesto. Por otro lado,
la cromatografia por columna facilité la separacion de los componentes presentes en los extractos median-
te un proceso de elucién, lo que permitié un aislamiento preliminar del dcido carminico para su posterior
caracterizacién espectroscopica.

Dado que en la extraccién se obtiene un sobrenadante (SN) y restos sélidos en el fondo (R), se aplicaron
diferentes puntos en la placa cuyo orden se ilustra en la Figura 8:

En la placa se analiza que para el primer punto que es la referencia de AC Aldrich, el AC se adhiere a la
silica mediante una interaccion 7-d entre el AC y el orbital d vacio de la silica (18). Por lo que la eleccién de
la fase movil no es la adecuada para este punto. En los puntos correspondientes a sobrenadantes de NADES
compuesto por glicerol, NADES compuesto por p-TsOH se nota un recorrido de algun subproducto de la
extraccion y un punto retenido al igual que la refencia, lo que implicaria la separacién del AC de todo lo
demas que se optiene de la mezcla de extraccion.

Para el andlisis del sobrenadante del NADES compuesto por dcido tartérico, se observé un desplazamiento
notable en la muestra. Esto sugiere que los componentes presentes en el sobrenadante (NADES, dcido carminico
y otros subproductos) estdn altamente solvatados mediante la formacién de puentes de hidrégeno, lo que genera
esferas de solvatacion densas. Estas esferas modifican la polaridad global del sistema, haciendo que la muestra
sea menos polar y, en consecuencia, mas afin a la fase moévil propuesta.
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Figura 8: Cromatografia de placa fina: Referencia de AC, R-Ac. Tartarico, R- p-TsOH, R-glicerol, SN-Ac. Tartarico,
SN-p-TsOH, SN-glicerol.

8.5. Reaccién de acetilacion

Segun los observado, se realizé una reaccién de acetilacion con el fin de modificar las interacciones puentes de
hidr6geno entre el NADES y el AC. Al aniadir anhidrido acético (Ac20) a la extraccion, se acetilan los grupos
hidroxilo del AC, formando grupos éster lo cuales son seguiran teniendo una interaccién puente de hidrégeno
con el NADES, pero con una interaccién menos intensa que los hidroxilos. La reaccién de acetilacién se debe
realizar bajo las siguientes condiciones: Se prepara una disolucién que contenga 300 mg de polvo de cochinilla
tratada, NADES en la proporcién ya mencionada en la Tabla 5 y 5 ml de anhidrido acético. De igual manera
se hizo otra muestra donde se prepard 21 mg de referencia de AC y 5 ml de anhidrido acético, con el fin de
comparar los pH del medio. Se puede observar lo siguiente:

Tabla 8: pH del NADES + soluto acetilado
Acetilacién pH

Acido Carmfnico -0.420 +£0.014
(ChCl 4 Ac tartarico + Ac20) + agua) + soluto  -0.386 +0.004

La mezcla de extraccion acetilada presenta un pH de -0.386 4+ 0.004, lo que indica un medio ligeramente mas
4cido que el estandar de 4cido carminico acetilado. Esta diferencia se puede atribuir ala presencia del NADES
genera un ambiente méas acido.

Posteriormente se realiz6 una extraccion liquido-liquido con agua y acetato de etilo con el fin de extraer este
producto acetilado con la fase acuosa. Para después purificar el AC acetilado mediante (CC). Se realiz una
otra cromatografia de placa fina (Figura 9) con una fase mévil de acetato de etilo-metanol (9:1) y se observd
lo siguiente:
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Figura 9: Cromatografia de placa fina:Mezcla de extraccion acetilada, producto extraido, producto purificado

Como se puede notar en la Figura 9, el producto purificado refleja un Rf més definido, lo cual indica una
separacion adecuada. Dicho esto se procede a caracterizar este producto.
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8.5.1. Caracterizacién (IR)

La caracterizacién estructural se apoy6 en espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), con
el objetivo de identificar cambios en los grupos funcionales del dcido carminico tras su interaccién con los
NADES y después de la acetilacién. La aparicién o desplazamiento de bandas caracteristicas (por ejemplo,
estiramientos C=0 y desaparicién de O-H) permiti6 confirmar la modificaciéon quimica y evaluar la naturaleza
de las interacciones moleculares presentes.

Se puede observar que en el espectro IR, se muestran los grupos principales del dcido carminico, pero ademés
se nota la presencia de ésteres en el rango del infrarrojo (Figura 10).
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Figura 10: Interpretacién del espectro infrarrojo de la muestra de &cido carminico comercial marca ALDRICH
acetilado, usado como referencia y muestra acetilada de extraccién con NADES.

El aumento de la intensidad de la banda OH (3317 cm™1) en el producto de extraccién purificado muestra la
presencia de agua, lo cual indica que apesar de la extracién y purificacién no se logré retirar completamente
el agua del medio. La aparicién de la nueva banda en (1215 cm™') es un fuerte indicio de la formacién de
ésteres, confirmando la acetilaciéon de los grupos hidroxilo. Las bandas de los carbonilos (1700 cm™!) aparece
debido a los nuevos carbonilos introducidos por la acetilacién. También se tienen las bandas en (2974 cm™1,

1124 em™1, 2974 cm™1) caracteristicas del AC (Anexo).

8.5.2. Caracterizacién (RMN)

Se utilizaron espectros de RMN, particularmente de carbono-13, como herramienta para la elucidacion es-
tructural del 4dcido carminico y su derivado acetilado. Esta técnica permitié confirmar la presencia de grupos
funcionales especificos y verificar la conversién de los hidroxilos en ésteres, al observar los desplazamientos
quimicos caracteristicos y las senales asociadas a los nuevos entornos electronicos.

Para visualizar si los grupos importantes del acido carminico se encuentran presentes en el espectro, se realiza
el siguiente anélisis (Figura 11):

Antraceno: Cl, CQ, 03, C4, 05, 067 CS, Cg, Clla 012, 013, 0142 Desplazamientos de 113.5 pPpm a 124 ppm.

Quinonas: Cyg, C7: Desplazamientos 187.8 ppm y 190 ppm.
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Azicar: Co7, Cag, Caoy, Cos, Cog, C30: Desplazamientos 62 ppm a 69.5 ppm.

Se puede concluir que los principales componentes del dcido carminico se tiene, pero ahora debemos enfocarnos
en si los productos de la acetilacién estan presentes:

Metilos de acetilacion (Aztcar): Csr7, Ca2, Csq, Co1:Desplazamiento 20.9 ppm.

Metilos de acetilacién (Antraquinona): Cyg, Css, C46, C3s, Cs1:Desplazamiento 20.8 ppm.

Metilos de Esteres productos de acetilaciéon: Cy7, Csg, Cag, C37, C34:Desplazamiento 167 ppm a 176.6 ppm.
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Figura 11: Resonancia magnética de 13C para la muestra acetilada

Tras el breve andlisis, se concluye que el producto analizado si es AC acetilado.

Para poder determinar el rendimiento de cada una de las propuestas de extraccién, se realizo una curva de
calibracién en HPLC (Anexo).
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8.5.3. Cuantificacion HPLC

La cuantificacion del dcido carminico también se realizé6 mediante HPLC, técnica que permite separar, iden-
tificar y cuantificar compuestos con alta precisién. En este estudio, se utiliz6 como método complementario a
UV-Vis para validar los resultados de extraccién y evaluar la pureza del compuesto presente en los extractos,
mediante comparacién con un estandar certificado.

Se realizo una curva de calibracién (Anexo) para que con base en los datos de concentracién obtenidos, se
calcularon las concentraciones resultantes de las extracciones utilizando tanto el método de microondas como
el método de extraccién por medio de NADES. Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

Tabla 9: Rendimientos de extracciones MAE por cantidad de insecto

Numero de extraccién mg Ac. Carm./mg Insecto

Extraccién 1 0.023
Extraccién 2 0.015
Extraccién 3 0.001
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8.5.4. Extraccién con NADES

Se presentan 2 senales:

a) 10,896 minutes (la cual corresponde al acido carminico)

b) 16,37 minutes
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Figura 12: [Pico caracteristico que presenta el cromatégrafo de la Extracciéon por NADES a 473.9 nm.

En primera instancia se pensoé en la posibilidad de que el DES se rompiera en alguno de los pasos intermedios,
y saliera un sobrante de este en el producto final. Por lo que se procedié a realizar pruebas a las mismas
condiciones pero para los compuestos solos, pero esta opcién se descarto al sacar los UV de cada componenete
del NADES (Anexo).

Dado que se desconoce el producto que genera la segunda sefial, se procede a realizar el espectro UV vis para
cada una de las senales y asi tener un indicio del producto desconocido.

Espectro UV vis de cada una de las senales con tiempo de retencién de 10 min (azul), tiempo de retencién 17
min (roja)

Se evidencia una similitud en los espectros de las dos senales, no obstante, se observa una disparidad. Tras un
analisis exhaustivo, se concluye que durante el proceso de ajuste del pH para la preparacion de la muestra en
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), mediante la adicién de NaHCO3, es factible que una fraccién
del 4cido carminico haya reaccionado generando una sal andloga al AC.
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Figura 13: Espectro UV-vis de la Extraccién realizada con NADES.

Otra observacion en este andlisis es que, dado que las longitudes de onda son casi idénticas, podria tratarse
de acido carminico con una modificacién en su estructura a carmin. Se cree que el acido carminico extraido
de la grana cochinilla puede presentarse con una glucosa modificada, es decir, que en lugar de ser una hexosa,
se trate de una pentosa.

Se determinan los rendimientos de cada extraccién (Tabla 10) y se concluye que la extraccién con mayor
rendimiento corresponde a la extraccién 1, realizada mediante MAE. Se observa que la extracciéon con NADES
presenta un rendimiento ligeramente superior al de la extraccién por microondas 3. Este resultado sugiere que
el proceso con NADES llega a un punto de saturacion, ya que no alcanza el mismo nivel de extraccién que la
extraccion 1 con microondas.

Tabla 10: Tabla comparativa de extracciones por cantidad de insecto

Numero de extraccién mg Ac. Carm./mg Insecto

Extraccién 1 0.023
Extraccién 2 0.015
Extracciéon 3 0.001
Extraccién DES 0.002

8.6. Diagrama de Proceso y Balance de Materia

Tras la realizacién de las pruebas experimentales, se reporta el siguiente diagrama de proceso, el cual resume
el balance de materia en cada etapa de la extraccién y purificacién del acido carminico acetilado a partir
de grana cochinilla tratada. Este diagrama refleja las corrientes de entrada y salida, asi como los disolventes
utilizados y los residuos generados.

Etapa (a) — Acetilacién
Entradas

= Grana cochinilla tratada (GCT): 300mg
» Anhidrido acético (AA): 3.00mL x 1.08g/mL = 3240mg

Salidas
= Mezcla cruda (ACAC + subproductos + exceso de AA): 3540mg
Balance de masa:Entrada = 3540mg, Salida = 3540mg

Composicién de mezcla cruda (fraccién masa estimada)
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= ACAC: ~ 60mg = 60/3540 = 0,017
= Subproductos (dcido acético, etc.): ~ 2400mg = 0,678
= Exceso de AA: ~ 1080mg = 0,305

Etapa (b) — Extraccién Sélido-Liquido con NADES
Entradas

= Producto crudo (de etapa a): 3540mg
» NADES (cloruro de colina:dcido tartdrico, 1:2): 1102mg
» Agua destilada (AD): 3.0mL x 1.00g/mL = 3000mg

Salidas

= Fase liquida: 7342mg (NADES + AD + ACAC + subproductos disueltos)
= Sélido no soluble (WPGCT): 300mg

Balance por especie

Tabla 11: Tabla de los valores en el balance por especie

Especie Entrada (mg) Salida liquida (mg) Sélido (mg)
ACAC 60 95 )
NADES 1102 1102 0
Agua 3000 3000 0
Subproductos 2400 2300 100

Fracci6n masa (fase liquida)
» ACAC: 55/7342 = 0,0075
= NADES: 1102/7342 = 0,1501
= Agua: 3000/7342 = 0,4085
= Subproductos: 2300/7342 = 0,3132

Etapa (c¢) — Extraccién Liquido-Liquido
Entradas
= Fase liquida: 7342mg

= Agua adicional: 1.0mL = 1000mg
= Acetato de etilo (ACE): 3.0mL x 0.90g/mL = 2700mg

Salidas (estimadas)

» Fase organica (ACE + ACAC + compuestos apolares): ~2800mg
= Fase acuosa (agua + NADES + compuestos polares): ~8242mg

Fraccién masa (fase orgénica, estimada)

= ACAC: 30mg = 30/2800 = 0,0107
= ACE: 2700mg = 2700/2800 = 0,9643
= Otros apolares: ~70mg = 70/2800 = 0,0250

Etapa (d) — Purificacién (Silica + ACE/MET)
Entradas
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s Fase organica (ACAC impuro): 2800mg
= Acetato de etilo (1.5 mL): 1350mg
= Metanol (0.5 mL): 395mg

Total entrada: 4545mg
Salidas

s Fraccién purificada (ACAC + disolventes): 400mg

= Fraccién descartada (impurezas y disolventes): 4145mg

Etapa (e) — Evaporacién y Recuperacion

Entrada: Fraccién purificada: 400mg
Operacién: Evaporacién de disolventes (ACE/MET)
Salida: Acido carminico acetilado puro (ACAC): 30mg

Resumen de Conversién y Rendimiento Global

s ACAC teérico en GCT: 60mg
= ACAC recuperado puro: 30mg

30
Rendimiento global = 50 x 100 =

El proceso muestra que el uso de NADES permite una extraccion efectiva del acido carminico acetilado con
un rendimiento aceptable y empleando disolventes menos toxicos que los tradicionales.

El proceso demuestra la viabilidad del uso de NADES como medio extractivo, optimizando la recuperacién
del acido carminico acetilado sin recurrir a solventes convencionales més agresivos.
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AD: 300 mg

s NADES
1102 mg AD I NADES: 8242 mg
AD: 1000 mg
Muestra: 7342 mg -~
Acetilacion 3540 mg Extraccion NADES | ;-!;Q - Extraccion L-L
X =0.0075 -
X =0.017 ACAC .
ACAC Xnapes=0.1501 ACE: 2700 mg
Xsp=0.678 Xap=0.4085 ACACIMP: 2800 mg
Xexceso as=0.305 V;J[;)Grﬁg-r Xgp=0.3132 Xacac=0.0107
Xresiduo ccT=0.1205 Xace=0.9643
Xgp=0.0250
Silice oS o
Purificacion
S
ACE:1350 mg
/ MET: 395 mg 4545mg

Xacac-disolventes=0.0880

ACAC+ disolventes Ximpuresas y disolventes=0.9119
Evaporador 400 mg
4145 mg
. —
Abreviacion: o - impuresas y disolventes
*GCT : Grana Cochinilla Tratada

"WPGCT: Waste Polvo Grana Cochinilla Tratada
*ACACIMP: acido carminico acetilado impuro ACAC ACE | MET
*ACAC: acido carminico acetilado 30 mg

*AD: agua destilada

*ACE / MET: acetato de etilo / metanol
*Subproductos (Acido acético, etc) SP
*Anhidrido Acético AA

ACAC

Figura 14: Diagrama del proceso de extracciéon del AC acetilado, mediante NADES

Al analizar los resultados de las extracciones, se observa que el rendimiento de &cido carminico (AC) es
inferior en el sistema NADES, lo que sugiere que las condiciones quimicas favorecen la formacién de la sal
carminica. Esta observacién plantea la necesidad de un estudio tedrico mas profundo del acido carminico en
sus formas protonadas y desprotonadas, dado que los cambios significativos en el pH a lo largo del proceso de
extraccion influyen en las interacciones de puentes de hidrégeno. Estas interacciones pueden verse fortalecidas

o debilitadas dependiendo del estado de ionizacién del AC, lo que impacta directamente en la eficiencia de la
extraccion.
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8.7. Estudio tedrico de la desprotonaciéon de grupos hidroxilo en el AC

La evaluacion se realiz6 en dos fases: fase acuosa y fase gaseosa, para analizar el efecto del medio en la
estabilidad relativa de los aniones formados. Los resultados obtenidos se resumen en la siguiente tabla: Para el
AC neutro en fase acuosa se obtuvo una eneria libre de -1828.530992 en Hartrees y -1147403.197 en [kcal /mol]

Tabla 12: Resultados de energia libre de Gibbs, pKa y A pKa para los aniones en fase acuosa.
Anién Energia libre Gibbs [Ha] Energia libre Gibbs [kcal/mol] pKa A pKa

All -1828.085 -1147123.711 6.75 0.0
Al2 -1828.067 -1147112.280 15.16  8.40
A13 -1828.082 -1147121.596 8.31 1.55
Al4 -1828.069 -1147113.912 13.96 7.20
Al5 -1828.053 -1147103.476 21.63 14.87
Al6 -1828.052 -1147102.786 22.14 1538
Al7 -1828.025 -1147085.878 34.57 27.81
A18 -1828.045 -1147098.300 25.44 18.68
A19 -1828.068 -1147112.798 14.78  8.02

Los resultados muestran que la desprotonaciéon més favorable, tanto en fase acuosa como en fase gaseosa,
ocurre en el grupo dcido carboxilico (sitio A11), seguido por la desprotonacién del hidroxilo en posicién orto
(A12). La desprotonacién menos favorecida corresponde al grupo hidroxilo en posicién para ubicado en el
tercer anillo (A13). La mayor estabilidad del anién formado en A1l puede atribuirse a la deslocalizacién de
carga a través del grupo carboxilato y el sistema conjugado de la antraquinona, lo que reduce la energia libre
de Gibbs del sistema. En comparacién, los sitios A12 y A13, aunque conectados al esqueleto m-conjugado,
presentan menor estabilizacion de carga anidénica debido a su posicién relativa en la estructura molecular.

= A11l: Desprotonacién en el grupo acido carboxilico.
= A12: Desprotonacién en el grupo hidroxilo en posiciéon orto respecto al grupo carboxilico.

= A13: Desprotonacién en el hidroxilo del tercer anillo de la antraquinona, en posicién para respecto al
carboxilo.

HO

OH O

A13

Figura 15: Acido carminico aniones de prioridad

8.7.1. Analisis de los Resultados en Funcion de ApK,

En la Tabla 9, se observan los valores de pK, y las diferencias (ApK,) para los diferentes sitios de despro-
tonacién en el acido carminico, con base en las energias libres de Gibbs de las especies en fase acuosa. La
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columna de ApK, representa la variacién en la acidez relativa de cada sitio de desprotonacién con respecto
al sitio mas estable (A11), lo que permite comparar la facilidad de desprotonacién entre los diferentes grupos
funcionales.

A12 (Hidroxilo en posicién orto): El valor de pK, es 15.1631, y ApK, = 8,4053. Este sitio, aunque relati-
vamente menos acido que All, muestra una desprotonacién relativamente favorable debido a la proximidad
del grupo hidroxilo al grupo carboxilico, lo que permite cierta estabilizacién mediante interacciones entre los
grupos funcionales. Sin embargo, su ApK, mas alto sugiere que la estabilidad del anién formado es menor en
comparacién con All.

A13 (Hidroxilo en posicién para del tercer anillo): El valor de pK, es 8.3127, y ApK, = 1,5549. La des-
protonacién en este sitio es también menos favorable que en All, pero mas favorable que en A12. La menor
estabilizacién de la carga negativa en este sitio se debe a que el grupo hidroxilo en posicién para tiene menor
interaccion con el sistema conjugado de la antraquinona, lo que resulta en una menor estabilizacion electrénica
del anién formado.

A14 (Hidroxilo en posicién orto, pero no tan cercano al grupo carboxilico): El valor de pK, es 13.9630,
y ApK, = 7,2052. Este sitio muestra una desprotonacién menos favorecida, ya que su posicién orto, pe-
ro relativamente alejada del grupo carboxilico, proporciona menos estabilizacién a través de la conjugacién
electrénica.

A15 y A16 (Otros grupos hidroxilo): Los valores de pK, para A15y A16 son 21.6360 y 22.1440, respecti-
vamente, con ApK, = 14,8782 y ApK, = 15,3862. Estos sitios muestran la desprotonacion més desfavorable,
ya que sus posiciones en la estructura molecular, alejadas de los grupos funcionales mas estables, hacen que
la carga negativa generada en estos sitios no esté tan bien estabilizada.

A17 (Hidroxilo en una posicién més alejada): El valor de pK, es 34.5759, con ApK, = 27,8181, lo que
indica una desprotonacién altamente desfavorable. La distancia entre este sitio y el sistema conjugado de la
antraquinona contribuye a una menor estabilizacién del anién formado.

A18 (Otro grupo hidroxilo): Con un valor de pK, de 25.4425 y ApK, = 18,6847, este sitio también muestra
una desprotonacion menos favorable en comparacién con A11, A12 y A13, aunque sigue siendo mas favorable
que A17 y A19.

A19 (Ultimo sitio evaluado): El valor de pK,, es 14.7820, con ApK, = 8,0242, lo que lo coloca como un sitio
moderadamente acido, pero menos favorable que Al1.

En base a los resultados, podemos concluir que la desprotonacién méas favorable ocurre en el grupo acido
carboxilico (A11), lo que se refleja en su menor pK, y la estabilidad del anién formado. A medida que nos
desplazamos hacia los grupos hidroxilo en posiciones orto y para (A12, A13), los valores de pK, aumentan,
indicando que la desprotonacion se vuelve progresivamente menos favorable. Este fenomeno es el resultado de
la mayor o menor capacidad de los sitios para estabilizar la carga negativa en el anién mediante deslocalizacién
electronica o interacciones con el sistema conjugado de la antraquinona.

Calculo de la Acidez en Fase Gaseosa (GA)

Los resultados obtenidos para cada sitio de desprotonacién se presentan en la siguiente tabla: Para el AC
neutro en fase gaseosa se obtuvo una enerfa libre de -1828.496922 en Hartrees y -1147381.82 en [kcal/mol]

Tabla 13: Resultados de energia libre de Gibbs y acidez en fase gaseosa (GA) para los aniones en fase gaseosa.
Anién Energia libre Gibbs [Ha] Energia libre Gibbs [kcal/mol] GA [kcal/mol]

All -1827.989 -1147063.64 311.89
Al12 -1827.971 -1147052.15 323.38
A13 -1827.996 -1147067.84 307.69
Al4 -1827.986 -1147061.77 313.76
Al5 -1827.949 -1147038.00 337.53
A16 -1827.942 -1147033.88 341.65
A17 -1827.958 -1147044.09 331.44
A18 -1827.976 -1147055.32 320.22
A19 -1827.979 -1147057.26 318.27

Los resultados obtenidos para la acidez en fase gas del 4-hidroxibenzoico reportado por Notario (17) muestran
diferencias importantes entre los valores de GA asociados a los grupos funcionales principales. En particular
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para el AC, el GA del grupo carboxilico (A11) fue de 311.89 kcal/mol, mientras que el del grupo hidroxilo
(A13) fue de 307.69 kcal/mol. Esto indica que el grupo hidroxilo (en este trabajo) es més dcido en fase gas,
lo cual estd en linea con lo reportado por Notario .

© o ©
COOH COO COO OsOH  O°_OH
O. :O :@
1 1(CO0-) 1(O-)

Figura 16: Aniones del 4cido salicilico [(17)]

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacién, en fase gas, la desprotonacién del grupo fenol
(-OH) se favorece en comparaciéon con el grupo carboxilico (-COOH). Esta tendencia se atribuye a la estabi-
lizacién del anién fenéxido mediante resonancia, lo que reduce la energia libre de Gibbs del anién y, por lo
tanto, su energia de desprotonaciéon en comparacién con el anién carboxilato. Los valores obtenidos para la
energia libre de Gibbs (GA) en fase gas muestran que el GA para el anién A1l (-OH) es de 311.89 kcal/mol,
mientras que para A12 (-COOH) es de 323.38 kcal/mol, lo que resulta en una diferencia de aproximadamente
11.5 keal/mol, lo cual confirma que el grupo -OH es el sitio preferido para la desprotonacién.

En contraste, los valores reportados por Notario (17) en fase gas indican un GA de 495.45 kcal/mol para
A1l y 495.46 kcal/mol para Al2, con una diferencia mucho menor de 0.01 kcal/mol. Esta diferencia més
pequena puede estar relacionada con las variaciones en los métodos de célculo empleados en ambos estudios.
En fase acuosa, Notario reporta valores de GA de 492.69 kcal/mol para A1l y 492.67 kcal/mol para A12,
mientras que en esta investigacién se obtiene un valor de pKa de 6.75 para A1l y 15.16 para A12, con una
diferencia de 8.4 unidades de pKa. Esta diferencia pone de manifiesto las variaciones en la contribucién de los
grupos funcionales en cada fase, respaldando la observacién de que el grupo -OH es el sitio preferido para la
desprotonacién en fase gas. (17)

9. Conclusiones

Extraccion selectiva del dcido carminico con NADES: Se logré extraer dcido carminico (AC) a partir de grana
cochinilla utilizando diferentes sistemas NADES, cumpliéndose el objetivo general. Los resultados mostraron
que la composicién del NADES influye significativamente en la eficiencia y selectividad de la extraccién. El
sistema més eficaz fue el compuesto por cloruro de colina y acido tartarico, seguido por el sistema con acido
oxalico, lo cual sugiere que los NADES acidos y con mayor capacidad de formar puentes de hidrégeno favorecen
la extraccion del pigmento.

Evaluacién de eficiencia y comparacién con MAE: Al comparar la eficiencia de los NADES con el método de
extraccién asistida por microondas (MAE), se observé que MAE sigue siendo méds eficiente en términos de
cantidad extraida (hasta 0.023 mg AC/mg insecto). Sin embargo, la extraccién con NADES mostro resultados
similares o superiores a una de las tres repeticiones de MAE, lo que indica que el sistema NADES tiene potencial
como alternativa verde, especialmente si se optimizan condiciones como pH y proporciones de mezcla.

Propuesta de protocolo optimizado: Se establecié un protocolo que incluye el pretratamiento de la grana para
remover ceras, uso de NADES con pH acido controlado, y cuantificacién por espectroscopia UV-Vis y HPLC.
También se evalué el efecto de la acetilacién del AC para modificar su interaccién con el solvente, lo que
permitié confirmar la presencia de productos acetilados por FTIR y RMN. Este protocolo puede ser base para
futuras optimizaciones.
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Interacciones acido—solvente y comportamiento estructural: El seguimiento del pH y la aparicién de nuevas
senales en TLC y HPLC sugieren que los NADES no solo extraen AC, sino que también pueden inducir
cambios estructurales o reacciones secundarias, como la formacion de sales carminicas. Esta observacion apoya
la hipétesis de que el NADES interactiia preferentemente con grupos funcionales especificos del AC, como los
hidroxilos y el grupo carboxilico.

Evaluacion teérica de los sitios desprotonables del AC: Los calculos de energia libre de Gibbs y pKa permitieron
identificar el grupo carboxilico como el sitio més dcido en fase acuosa (pKa = 6.75), seguido del hidroxilo orto.
En fase gaseosa, se observé un cambio en el orden de acidez, siendo el grupo hidroxilo més favorable para la
desprotonacion. Estos resultados evidencian cémo el entorno (fase y solvente) afecta la acidez relativa de los
grupos funcionales, y respaldan las interacciones observadas experimentalmente con los NADES.

Impacto del modelo de solvatacién: El uso del modelo de solvatacion implicito SCRF=(Solvent=Water) permi-
ti6 simular el entorno acuoso de extracciéon y mostré que la solvatacién disminuye la energia de desprotonacién
de los grupos funcionales del AC. Esto ayuda a entender por qué ciertos NADES facilitan la extraccién, al
modificar la estabilidad de las formas ionizadas del AC.

Cloruro de Colina Acido tartarico
(HBA) (HBD)

Polvo de cochinilla
i./ DES

Calentamiento

R —
=a o =
Preparacion de DES Acetilacion
Hidrofilico Anhidrido Acético
Afiadir
AcEt
Aguna
Agua —
DES
b Agua . AcEt
DES AC-acet
-
Agua
- ~/ DES
Cama de NaOH 20 ml de EtOH
& .
Evaporacion <:| AcEt
1 ml HC1 AC-acet
AC 1 hora

Figura 17: Metodologia de extracciéon de AC con NADES
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10. Perspectivas

Los resultados obtenidos en este trabajo abren diversas lineas futuras tanto a nivel experimental como teorico,
en torno al uso de NADES como medios extractivos verdes para pigmentos naturales como el dcido carminico.
En primer lugar, si bien se logré identificar un sistema NADES (cloruro de colina + cido tartarico + agua) con
alto rendimiento extractivo y buena selectividad, persisten desafios relacionados con la eficiencia de extraccién
frente a métodos convencionales como la MAE. Esto sugiere la necesidad de profundizar en el disenio racional
de NADES, optimizando proporciones molares, presencia de agua, viscosidad y polaridad, para maximizar la
interaccion especifica con los sitios activos del dcido carminico.

Ademaés, la aparicién de posibles productos secundarios, como sales carminicas o derivados estructuralmente
modificados del AC, evidencia la importancia de controlar las condiciones de pH, tiempo de extraccion y
presencia de aditivos (como agentes acetilantes), para evitar reacciones no deseadas o minimizar la formacién
de derivados estructuralmente distintos.

Desde el punto de vista computacional, los resultados de desprotonacién obtenidos mediante cdlculos en
fase gas y acuosa aportan una base sélida para entender la reactividad dcido-base del acido carminico en
diferentes medios. Sin embargo, seria pertinente extender estos estudios empleando modelos de solvatacién
explicita, simulaciones de dindmica molecular y anélisis de interacciones especificas entre los NADES y los sitios
funcionales del acido carminico. Esto permitiria predecir con mayor precisién los mecanismos de extraccién y
afinar el diseno de solventes a medida.

"‘QIG

OH O

HO o
OH O ANTTONE

HONO_,
H

O OH

Figura 18: Imagen ilustrativa AC y NADES (Cloruro de colina y acido tartérico)
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Finalmente, considerando el interés creciente en procesos de extraccién sostenibles, el uso de NADES re-
presenta una alternativa prometedora a disolventes convencionales, particularmente en industrias como la
alimentaria, cosmética y farmacéutica. La validacién de estos extractos desde el punto de vista de pureza,
bioactividad y estabilidad serd esencial para su escalamiento y aplicacién industrial. Ademads, la metodolo-
gia puede adaptarse a la extraccién de otros compuestos fendlicos o antraquinénicos presentes en matrices
naturales similares, ampliando su aplicabilidad.
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11. Anexo

11.1. El Acido carminico y el Itrio

En el estudio realizado por (8), se llevd a cabo una valoracién dcido-base del dcido carminico utilizando
una solucién que contenfa itrio (Y?). El uso de este catién trivalente se justifica por su capacidad para
formar complejos estables con compuestos que poseen grupos funcionales acidos, como los carboxilos y fenoles
presentes en la estructura del acido carminico. Estas interacciones pueden modificar significativamente el
comportamiento acido-base del compuesto, incluyendo desplazamientos en los valores de pKa y cambios en la
especiacion a lo largo del rango de pH.

Por otro lado, dado que el 4cido carminico es un colorante natural cuya coloracién es sensible tanto al pH
como a la presencia de iones metélicos, la inclusién de itrio permite observar cémo estas interacciones afectan
no solo su acidez, sino también sus propiedades Opticas. La formacién de complejos con Y2 puede influir en
la estabilidad del color, lo que resulta relevante para aplicaciones en matrices donde coexisten colorantes y
metales.

En este contexto, el itrio actiia como un modelo 1til de ion metéalico trivalente, capaz de simular condiciones
donde el acido carminico pueda formar complejos, sin generar interferencias significativas en técnicas analiticas
como la espectroscopia UV-Vis. Esto permite una evaluacion méas precisa de los efectos del pH y de las
interacciones acido-metal en el sistema.

11.2. IR Acido carminico

Dado el espectro IR figura 19 del 4cido carminico, se puede resaltar las senales de los grupos importantes en
esta extraccién
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Figura 19: Interpretacién del espectro infrarrojo de la muestra de acido carminico
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11.3. Espectro UV

Estandar comercial de AC a diferentes concentraciones
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Figura 20: [Estandar comercial AC] / (ppm)
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11.4. RMN Acido carminico 13C
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Figura 21: Resonancia magnética de 13C para la muestra de dcido carminico comercial marca ALDRICH, usado
como referencia.

El espectro de RMN-13C del acido carminico muestra una serie de senales que pueden ser asignadas a los
carbonos numerados en la estructura quimica. Estas sefiales varfan en desplazamiento quimico (ppm) debido
a los diferentes entornos quimicos de cada carbono.

a) Metilos de acetilacién del aztcar: Csr, Cya, Csq, Cg1. Estos carbonos pertenecen a grupos metilo (—CHs)
asociados a los grupos acetilo en la estructura de la molécula de acido carminico. El desplazamiento
hacia 20.9 ppm es caracteristico de estos carbonos, debido a la baja deslocalizacién electréonica en estos
entornos alifaticos.

b) Metilos de acetilacién en la antraquinona: Cyg, Css, Ca6, Css, C51. Estos carbonos también forman parte
de grupos metilo derivados de la acetilacién, y estan asociados a la porcién de antraquinona en la
molécula. Al igual que en los metilos del azicar, estos carbonos muestran desplazamientos caracteristicos
en la region de 20.8 ppm.

¢) Metilos de ésteres como productos de acetilacién: Cyz, Csg, Caq, Cs7, C34. Estos carbonos estdn involu-
crados en la formacion de ésteres a partir de los grupos hidroxilo del dcido carminico durante el proceso
de acetilacién. Los desplazamientos entre 167 y 176.6 ppm son tipicos de carbonos en grupos carbonilo,
lo que refleja la fuerte atraccion electronica de los oxigenos en estos entornos.
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11.5. Curva de calibracion HPLC

Se llevaron a cabo cuatro diluciones sucesivas de concentraciones conocidas de 1000 ppm, 750 ppm, 500
ppm y 250 ppm, respectivamente. Estas extracciones se efectuaron con el propédsito de generar una curva de
calibracién especifica para el dcido carminico. Los datos obtenidos de estas extracciones fueron empleados
para trazar la curva de calibracion correspondiente, la cual se presenta a continuacién.

Estandar comercial de AC a diferentes concentraciones
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Figura 22: [Estandar comercial AC] / (ppm)

11.6. Espectro HPLC para Extraccién (MAE)

Se inici6 el calentamiento mediante el reactor de microondas (Microondas Discover Proteomics (CEM Auto-
mated Synthesis System)) con potencia de 200 W.
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Figura 23: [Pico caracteristico que presenta el cromatégrafo de la muestra de extraccion MAE
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11.7. Espectros UV de los NADES

Espectrograma cloruro de colina (lamda=495.5nm)
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Figura 24: Espectrograma cloruro de colina

Espectrograma de dcido tartarico (lamda=495.5nm)
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Figura 25: Espectrograma Ac. Tartarico
Referencias

1. Y.-H. Ho, A. P. Periasamy y S.-M. Chen, International Journal of Electrochemical Science 6, 3922-3937,
ISSN: 1452-3981, (http://dx.doi.org/10.1016/s1452-3981(23)18300-3) (sep. de 2011).

2. D. Ferreyra-Suarez, L. Paredes-Vargas, S. M. Jafari, O. Garcia-Depraect y R. Castro-Munoz, Advances
in Colloid and Interface Science 323, 103052, 1sSN: 0001-8686, (http://dx.doi.org/10.1016/j.cis.
2023.103052) (ene. de 2024).

3. O. H. Aragon-Martinez et al., Insects 14, 811, 1SSN: 2075-4450, (http://dx.doi.org/10.3390/
insects14100811) (oct. de 2023).

4. J. Manzoori, Talanta 53, 61-68, 1sSN: 0039-9140, (http://dx.doi.org/10.1016/50039-9140(00)
00383-0) (oct. de 2000).

5. F. J. Roque-Rodriguez, Journal of Insect Science 22, ed. por M. Chaudhury, 1SsN: 1536-2442, (http:
//dx.doi.org/10.1093/jisesa/ieab098) (dic. de 2021).

6. D. Ferreyra-Suarez, L. Paredes-Vargas, S. M. Jafari, O. Garcia-Depraect y R. Castro-Munioz, Advances
in Colloid and Interface Science 323, 103052 (2024).

Tesis de mtria., 2021.
M. Borges, R. Tejera, L. Diaz, P. Esparza y E. Ibéfiez, Food Chemistry 132, 1855-1860 (2012).
A. Ali Redha, Journal of Agricultural and Food Chemistry 69, 878-912, 1SsN: 1520-5118, (http://dx.
doi.org/10.1021/acs. jafc.0c06641) (ene. de 2021).

10. 1. Benucci, C. Lombardelli, C. Mazzocchi y M. Esti, Comprehensive Reviews in Food Science and Food
Safety 21, 2715-2737 (2022).

11. D. A. Alonso et al. (2018).

38


http://dx.doi.org/10.1016/s1452-3981(23)18300-3
http://dx.doi.org/10.1016/j.cis.2023.103052
http://dx.doi.org/10.1016/j.cis.2023.103052
http://dx.doi.org/10.3390/insects14100811
http://dx.doi.org/10.3390/insects14100811
http://dx.doi.org/10.1016/S0039-9140(00)00383-0
http://dx.doi.org/10.1016/S0039-9140(00)00383-0
http://dx.doi.org/10.1093/jisesa/ieab098
http://dx.doi.org/10.1093/jisesa/ieab098
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c06641
http://dx.doi.org/10.1021/acs.jafc.0c06641

12.

15.

1.

15.

16.
17.
18.

T. Zhekenov, N. Toksanbayev, Z. Kazakbayeva, D. Shah y F. S. Mjalli, Fluid Phase Equilibria 441,
43-48, 15SN: 0378-3812, (http://dx.doi.org/10.1016/3.f1luid.2017.01.022) (jun. de 2017).

M. Francisco, A. van den Bruinhorst y M. C. Kroon, Angewandte Chemie International Edition 52,
3074-3085, 1SSN: 1521-3773, (http://dx.doi.org/10.1002/anie.201207548) (feb. de 2013).

G. Garcia, M. Atilhan y S. Aparicio, Chemical Physics Letters 634, 151-155, 1sSN: 0009-2614, (http:
//dx.doi.org/10.1016/j.cplett.2015.06.017) (ago. de 2015).

Y. Liu et al., Industrial Crops and Products 140, 111620, 1SsN: 0926-6690, (http://dx.doi.org/10.
1016/ .indcrop.2019.111620) (nOV. de 2019).

B. Thapa y H. B. Schlegel, The Journal of Physical Chemistry A 121, 4698-4706 (2017).
R. Notario, Journal of Molecular Structure 556, 245-252 (2000).
J. Martinez et al., Solid State Sciences 124, 106804 (2022).

39


http://dx.doi.org/10.1016/j.fluid.2017.01.022
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201207548
http://dx.doi.org/10.1016/j.cplett.2015.06.017
http://dx.doi.org/10.1016/j.cplett.2015.06.017
http://dx.doi.org/10.1016/j.indcrop.2019.111620
http://dx.doi.org/10.1016/j.indcrop.2019.111620

AT\

Casa abierta al tiempo

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

No. 00131

Matricula: 2231802469

7~ N 7

Extraccién y caracterizacién
de acido carminico a partir
de grana cochinilla
utilizando solventes
eutécticos profundos.

En la Ciudad de México,
del dia 20 del mes de
Iztapalapa de la
suscritos miembros del jurado:

DR. JOSE ANTONIO MORENO RAZO
DRA. CLAUDIA ARACELI CONTRERAS CELEDON

se presentaron a las 12:00 horas
junio del afio 2025 en la Unidad
Universidad Autdénoma Metropolitana,

los

VOCAL

ChELD

/
DRA. CLAUDIA’ARACELI CONTRERAS
CELEDON

DR. SERGIO ANTONIO GOMEZ TORRES
. v
Bajo la Presidencia del primero y ““don ‘dardcter ‘de
AN Secretario el Gltimo, se reunieron para proceder al Examen
e de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
oo o obtencién del grado de:
eccce 4 '.:
. ' v 4 MAESTRA EN CIENCIAS (QUIMICA)
.:c.o 4
DE: KATYA KIMBERLY GUERRERO VAZQUEZ
LN N ) LR
o o L]
a4 e o .
e o o oo
ey ssoe
CEXE) . .
AT R oA y de acuerdo con el articulo 78 fraccién ITII del
¢ XX WL } Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
. Y &\'l'rf\!.’_]er Auténoma Metropolitana, los miembros del jurado
o ah 2 Al resolvieron:
* KATYA KIMBERLY GUERRERO VAZQUEZ
e oo
LR X ]
. ALUMNA
LA RN ]
v
APROBAR
23 ¥
SO
Acto continuo, el presidente del jurado comunicd a la
interesada el resultado de 1la evaluacién vy, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
bERRANO DE LA PAZ
DI MAS ESCOLARES
v . v
v
3 { 3
DIRECTOR DE LA DIVISION DE CBI PRESIDENTE
\ A vk
DR. ROMAN LINARES ROMERO DR. JOSE ANTONIO MORENO RAZO
\.. v \. v
7~ . 4 oy

SECRETARIO

: N
DR. SERGIO ANTONIO GOMEZ TORRES




	Agradecimientos
	Resumen
	Introducción
	Ácido carmínico
	La D-glucosa en el ácido carmínico

	Solventes Eutécticos Profundos (DES y NADES)
	El Rol del Agua en los DES

	Marco teórico
	NADES en la Extracción de Ácido Carmínico

	Hipótesis
	Objetivos
	Objetivo general
	Objetivos específicos

	Metodología
	Eliminación de ceras
	Preparación de NADES
	Extracción sólido-líquido
	Extracción MAE
	Extracción NADES
	pH en la extracción
	Cromatografía de placa fina (TLC) y Cromatografía por columna (CC)

	Evaluación de la eficiencia de la extracción
	Identificación IR
	Identificación RMN
	Cuantificación HPLC
	Cuantificación UV-vis
	Análisis teórico


	Resultados y análisis de resultados
	Preparación de NADES
	Seguimiento del pH en la extracción
	Cuantificación UV-vis
	Cromatografía de placa fina (TLC) y Cromatografía por columna (CC)
	Reacción de acetilación
	Caracterización (IR)
	Caracterización (RMN)
	Cuantificación HPLC
	Extracción con NADES

	Diagrama de Proceso y Balance de Materia
	Estudio teórico de la desprotonación de grupos hidroxilo en el AC 
	Análisis de los Resultados en Función de pKa


	Conclusiones
	Perspectivas
	Anexo
	El ácido carminico y el Itrio
	IR Ácido carmínico
	Espectro UV
	RMN Ácido carminico 13C
	Curva de calibración HPLC
	Espectro HPLC para Extracción (MAE)
	Espectros UV de los NADES


