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Resumen

El objetivo principal del presente trabajo de investigacion consistié en la utilizacion
de las hojas de Ricinus communis para la obtencion de extractos, y la evaluacién
de su capacidad antioxidante, mediante la utilizacion del radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) y utilizando acido ascorbico como estandar, aprovechando de
esta manera las hojas residuales, producto de las podas durante el cultivo de la
planta, evitando asi probleméticas ambientales como es la quema in situ de

residuos.

Los extractos vegetales se consideran como mezclas concentradas de principios
activos y sustancias inertes de plantas o parte de ellas, los cuales son de
importancia en la industria, alimentos, farmaceéutica, entre otras y son obtenidos a
través del uso frecuentemente de solventes organicos de bajo punto de ebullicion
como etanol, metanol, hexano, entre otros. La técnica utilizada para la obtencion de
extractos debido a su ahorro de energia, sencillez y eficacia fue la maceraciéon en
frio con diferentes solventes organicos obteniéndose asi: extracto metandlico,

extracto etandlico, extracto metanol/agua y extracto etanol/agua.

Las moléculas con mayor presencia en estos extractos son la quercetina y rutina,
las cuales fueron utilizadas en la simulacién de una planta piloto en el software

Aspen Plus®.

Se realiz6 un disefio de experimentos para determinar los factores mas significativos

para lograr el mayor rendimiento en la obtencién de los extractos.

Por ultimo, las hojas procesadas y sin procesar fueron analizadas en un microscopio
electronico de barrido y por espectrometria de rayos x, con el fin de identificar los
cambios morfolégicos que ocurrieron en sus superficies antes y después del

contacto con los distintos solventes.



Abstract

The main objective of this research work is to use the leaves of Ricinus communis
to obtain extracts, and evaluate their antioxidant capacity, using the free radical 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and using ascorbic acid as a standard, taking
advantage of the residual leaves, product of the pruning during the cultivation of the

plant and avoiding environmental problems such as in situ burning of waste.

Plant extracts are considered as concentrated mixtures of active principles and inert
substances of plants or part of them, which are important to the industry, food,
pharmaceutical, and others and are obtained through the frequent use of low-boiling
point organic solvents. as ethanol, methanol, hexane etc. The technique used to
obtain extracts due to energy savings, simplicity and efficiency was cold maceration
with different organic solvents, obtaining: methanolic extract, ethanolic extract,

methanol/water extract and ethanol/water extract.

The major molecules present in these extracts are quercetin and rutin, which were

used in the simulation of a pilot plant in the Aspen Plus® software.

An experimental design was carried out to determine which factors were the most

significant to obtain a better yield in obtaining the extracts.

Finally, the processed and unprocessed leaves were analyzed in a scanning electron
microscope and by x-ray spectrometry in order to identify the morphological changes
that occurred on their surfaces before and after being in contact with the different

solvent.
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Capitulo 1: Introduccion

Planteamiento del problema

Debido a que la energia fosil es finita, los precios, inevitablemente, alcanzaran
valores elevados, lo que limitar4 este recurso como una alternativa industrial,
energética y economica. Por otro lado, el uso de fuentes fosiles implica un
incremento neto de diéxido de carbono en la atmédsfera, el cual, sumado a otros
gases de efecto invernadero, generan aumentos en la temperatura media, tanto en
la tierra, como en los océanos, lo cual afecta en gran magnitud el equilibrio

energético del planeta.

Es por ello la creciente preocupacion por reducir la dependencia hacia los
combustibles fosiles. Esto ha ocasionado el auge de los cultivos con fines
bioenergéticos, destacando a los aceites vegetales que pueden tener un sustancial
impacto al corto plazo, sustituyendo el petréleo como materia prima industrial; en
lugar de reemplazarlo como fuente energética. No obstante, es evidente, que uno
de los mas importantes fines para el que se ha destinado gran parte de la produccién
mundial de aceites vegetales (canola, soya y palma, principalmente), es su uso en
la generacién de biodiesel, como combustible alternativo al diesel fésil. Este
incremento en la produccién de biodiesel ha creado una competencia entre el uso
de aceites para la alimentacion, la industria y aplicaciones energéticas, lo que ha
contribuido al alza de los precios de los alimentos, representando una amenaza
directa para la seguridad alimentaria de la poblacién urbana y rural; asi como un
incremento de los costos de la materia prima, para un gran numero de procesos

industriales [1].
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Por lo anterior, es necesario identificar fuentes alternativas para la produccion de
aceites vegetales como materia prima para aplicaciones industriales y energéticas,
dandoles un aprovechamiento total a estas fuentes de ser posible, las cuales,
idealmente, deben ser a partir de especies que produzcan aceites no comestibles,
que no compitan directamente con el suministro de aquellos para la alimentacion vy,
que puedan ser cultivadas en tierras marginales, requerir minimas areas y presentar

bajos costos de produccion.

La higuerilla (Ricinus communis L.) es considerada como una alternativa para la
produccion de aceites vegetales, ya que su aceite al ser no comestible y por sus
caracteristicas quimicas, es una materia prima estratégica, utilizada en el sector
industrial y energético para la elaboracion de pinturas, plasticos, cosméticos,
lubricantes, fluidos aeronauticos y biodiesel [1].

Esto ha ocasionado el potencial auge del cultivo de la higuerilla en la region agricola
del Valle de Mexicali, Baja California, ya que productores cultivaran higuerilla de
manera comercial, con la finalidad de producir aceites vegetales para su
transformacién en biodiesel y sus derivados; asi lo dio a conocer el delegado de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacién
(SAGARPA) en Baja California, Ing. Guillermo Aldrete Haas [2].

Es por esto que se busca el aprovechamiento a las podas de higuerilla (Ricinus
communis L.) y aprovechar sus hojas, las cuales conforman una gran parte de la
planta y obteniendo extractos a través de diferentes solventes para futuras

aplicaciones como antioxidante.
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Justificacion

Durante los ultimos afios, se ha estudiado la influencia que tienen los radicales libres
(RL) como promotores de un gran numero de enfermedades y del deterioro de los
alimentos grasos, asi como del biodiesel. El biodiesel producido a partir de soya y
muchas otras materias primas es menos resistente a la oxidacion que un diesel de
petréleo tipico, a menos que se modifique o se trate con aditivos. A las empresas
que transportan y almacenan biodiesel les preocupa que el biodiesel pueda formar
sedimentos durante el almacenamiento. Los operadores de vehiculos y equipos
necesitan garantias de que el sedimento y la goma no se formaran durante el uso.
Ademas, Terry et al. [3] han demostrado que, a niveles muy altos de oxidacion, las
mezclas de biodiesel se pueden separar en dos fases causando problemas

operativos en la bomba de combustible e inyector [4].

La oxidacidon de los componentes lipidicos (regularmente acidos grasos y

triglicéridos) es conocida como rancidez oxidativa o peroxidacion lipidica [5].

Los radicales libres se sintetizan in vivo a partir de varias reacciones bioquimicas y
tienden a formar una cadena en el sistema, la cual es iniciada por RL del oxigeno o
por el atague del oxigeno molecular a los RL preformados en los acidos grasos
poliinsaturados que forman parte de las grasas y aceites. La peroxidacion lipidica
iniciada por los RL causa muchos dafios a nivel biolégico. Los perdxidos lipidicos y
sus productos secundarios conocidos como “compuestos carbonilicos reactivos”,
también causan dafios bioldgicos significativos, entre ellos se destacan los
aldehidos como el formaldehido, acetaldehido, malonaldehido (MA) y el 4-

hidroxinonenal, debido a que son reconocidos como mutagénicos y carcinogénicos.
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La peroxidacion puede ser prevenida o retrasada por los antioxidantes, los cuales
son sustancias organicas de origen sintético o natural que actian como atrapadores
de los RL del oxigeno involucrado en la oxidacion de los &cidos grasos, sin embargo,
existe mucha preocupacion respecto a sus efectos nocivos para la salud tanto
humana como animal, debido a su potencial accion carcinogénica y a problemas

relacionados con toxicidad [6].

Los antioxidantes se producen de forma natural, por ejemplo, la vitamina E
(tocoferoles y tocotrienoles; existen cuatro especies de cada uno, a, B, y), 0 se
agregan materiales sintéticos de forma deliberada, como hidroxitolueno butilado
(BHT), hidroxianisol butilado (BHA), terc-butilhidroquinona (TBHQ) o galato de
propilo (PG). El nivel de antioxidantes naturales en los aceites vegetales se ve
afectado por el proceso de refinacion. Los pirimidinoles, estdan entre los
antioxidantes sintéticos mas fuertes conocidos, aunque los piridinoles pueden ser
incluso mas efectivos [7]. Los antioxidantes como los fenoles y las aminas tienen un
atomo de hidrégeno que puede ser "donado" para interrumpir la reaccion en cadena,
por lo que, por ejemplo, los fenoles se convierten en quinonas, o pueden reaccionar

con un radical de forma aditiva [8].

Varios centros de investigacion entre ellos el Laboratorio de Cromatografia de la
Universidad Industrial de Santander, vinculado al Centro de Investigacion en
Biomoléculas (Cibimol), estan buscando en las fuentes naturales, nuevas
sustancias con propiedades antioxidantes que puedan reemplazar a los

antioxidantes sintéticos comunmente utilizados [9].
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Objetivo general

Obtener extracto de hoja de higuerilla (Ricinus communis) con diferentes solventes

y evaluar la capacidad antioxidante de sus extractos.

Objetivos especificos

-Obtener extractos de hoja de higuerilla (Ricinus communis), a partir de metanol,

etanol, agua, mezclas 80:20 de metanol/agua y etanol/agua

-Evaluar la capacidad antioxidante de los distintos extractos de la hoja de higuerilla

(Ricinus communis).

-Analizar el rendimiento de extraccion del extracto con los diferentes solventes

empleados por medio de un disefio de experimentos.
-Obtener el analisis elemental de la hoja de higuerilla (Ricinus communis).
-Simular en Aspen Plus® del extracto de higuerilla (Ricinus communis).

-Analizar por microscopia electrénica la hoja de higuerilla sin procesar y procesada

con diferentes solventes (Ricinus communis),

Hipotesis

Se obtendran extractos de la hoja de higuerilla (Ricinus communis) a partir de

diferentes solventes, los cuales tendran capacidad antioxidante.
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Capitulo 2: Marco Tedrico

Antecedentes

La higuerilla (Ricinus communis) pertenece a la familia Euphorbiaceae y es
conocida como ricino, tartago, mamoneira, mamona, palma christi, higuereta,
castor, castor bean y castor oil plant. El género Ricinus es considerado monotipico,

y la especie R. communis es la Unica que incluye diversos tipos polimorficos [1].

La planta varia en el color del follaje y del tallo, tamafio de la semilla, color y
contenido de aceite y en sus habitos de crecimiento, siendo algunas veces desde
perenne, que a menudo se desarrollan como arboles (>7 m), hasta plantas enanas,
anuales y de ciclo corto. En relacion con el porte, las plantas de higuerilla se
clasifican en enanas (2.5 m), las cuales pueden llegar hasta los 10 m de altura y
lograr ciclos de hasta 10 afios, cuando las condiciones ambientales, especialmente,
temperatura y disponibilidad de agua lo permitan para siembras comerciales y a
gran escala, y por razones climéticas, como déficit hidrico y elevadas temperaturas.
El proceso de seleccién se ha enfocado a la identificacion de plantas de ciclo corto,
erectas, de porte bajo y que usualmente se comporten como plantas anuales, se

puede apreciar un arbusto de higuerilla en la figura 1.
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Figura 1. Arbusto de higuerilla (Ricinus comunnis).

Es una planta bien foliada y las hojas se distribuyen de forma alterna, con filotaxia
2/5; son palmadas, con 5 a 11 lI6bulos acuminados, las margenes son cerradas, con

0 sin cera y varian en longitud y coloracion, desde el verde, rojo, hasta el morado

(ver figura 2) [1].

Cuaternario

‘._.—.._.._—.—
Terciario

Figura 2. Representacion grafica del desarrollo de los racimos en la planta de

higuerilla (Ricinus communis) [10].
17



La planta posee efectos beneficiosos tales como antioxidantes, antihistaminicos,
anti-asmaticos, antiulcerosos, inmunomoduladores, anti-inflamatorio, insecticida,

larvicidas y antivirales [11].

Tipos de poda: El ricino de porte medio, cuando se siembra en tierras fértiles,
presenta un desarrollo vegetativo exuberante, pudiendo alcanzar una altura superior
a 3 m, lo que dificulta el proceso de recoleccion y el control de plagas. La poda, es
una operacion recomendada para cultivos de portes medio y alto, pero nunca para

los tipos enanos.

Poda verde o apical: La cual consiste en eliminar las yemas terminales para inducir
el rebrote lateral, recomendada para cultivos de porte alto, cuando alcancen 1 m de

altura.

Poda seca: Se realiza cuando se pretende explotar un segundo ciclo, se efectia
tras la ultima recoleccion, cinco o seis meses después de la fructificacion. La poda

se realiza a una altura de 30 a 50 cm del suelo (ver figura 3) [12].

Figura 3. Poda a 50 cm del borde del suelo, después del primer ciclo de

produccién [10].
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Los antioxidantes son sustancias que pueden impedir, retrasar o inhibir las
oxidaciones cataliticas y los procesos que inducen la formacién de radicales libres
en los alimentos y bebidas. Actualmente, existe un gran interés en los aditivos
naturales que posean propiedades antioxidantes, y en los Ultimos afios se han
estudiado muchas especies vegetales como fuentes potenciales de antioxidantes,

entre ellas se destacan varias plantas aromaticas y especias.

Comunmente, se determina la capacidad para retardar el proceso de peroxidacion
de los lipidos presentes en los aceites y alimentos grasos, donde ademés se
considera la tendencia de los consumidores la cual se inclina hacia el consumo de
alimentos libres de productos y aditivos alimentarios provenientes de la sintesis

quimica: neutralizantes, preservantes, antioxidantes, colorantes y saborizantes [6].

Estudio in vitro revela que los principales compuestos responsables de la actividad
antioxidante de las hojas secas de higuerilla (Ricinus communis) se muestran en la
figura 4 [13]:
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Figura 4. Compuestos responsables de la activad antioxidante de las hojas de
higuerilla (Ricinus Communis). a) Acido galico; b) Rutina; ¢) Quercetina; d) Acido

gentistico; e) Epicatequina.

20



Higuerilla en México y el Mundo

Segun la FAOSFAT vy los datos que proporciona el Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), en 2017, hubo una produccion de 3.5 mil

toneladas, todas recolectadas bajo la modalidad de riego (Ver figura 5).

En nuestro pais, sélo se produce en dos entidades: Sonora, quien aport6 65.6% del

volumen total y Nayarit, con el 34.4% restante [14].

El principal municipio productor de Sonora es Hermosillo, quien contribuy6é con
99.9% del volumen del estado; mientras que, en Nayarit, la totalidad se coseché en

el municipio de Santiago Ixcuintla [14].
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Figura 5. Produccion de higuerilla en México periodo de 1994 al 2017. Fuente:
(elaboracion propia con datos de FAOSFAT [15]).
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A nivel mundial, India ha sido el mayor productor de higuerilla, pais en el cual se
produjeron en promedio alrededor de 1,141,783.33 toneladas en el periodo de 1994
a 2017, el cual es seguido por China, Brasil, Mozambique y Paraguay como se

muestra en la tabla 1 [16].

Tabla 1. Principales productores de higuerilla en el mundo periodo de 1994 al
2017. Fuente: (elaboracion propia con datos de FAOSFAT [15]).

Principales productores de higuerilla en el Mundo

Pais Produccion promedio (t)
India 1,141,783.33
China 175,750.00
Brasil 72,429.00
Mozambique 47,013.17
Paraguay 10,955.63
Myanmar 8,287.58
Tailandia 7,102.83
Etiopia 6,864.58
Vietnam 5,574.92
Sudafrica 5,344.46
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Extractos vegetales

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por
tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua,
etanol, metanol, éter, de elementos solubles, constituidos por una mezcla de
principios activos y sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes

de una planta fresca o seca [17].

Clasificacion

De acuerdo con la farmacopea, comunmente los extractos se clasifican en tres

grupos: blandos, fluidos y en polvo.

Extractos blandos

Los extractos semisoélidos, también conocidos como extractos blandos o extractos
de pildoras, son preparaciones que tienen consistencias entre los extractos fluidos
y los de extractos en polvo, y se obtienen por evaporacion parcial del disolvente,
agua, alcohol o mezclas hidroalcohdlicas que se utilizan como disolventes de
extraccién. Pueden contener antimicrobianos adecuados u otros conservantes. Un
extracto semisolido y un extracto en polvo obtenido del mismo material son
intercambiables como medicamentos o como suplementos, pero cada uno tiene sus

propias ventajas [18].
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Extractos en polvo

Los extractos en polvo son preparaciones soélidas que tienen una consistencia en
polvo obtenida por evaporacién del solvente usado para la extraccion. Pueden
contener sustancias afiadidas adecuadas, como excipientes, estabilizantes y
conservantes. Los extractos en polvo estandarizados se ajustan al contenido
definido de los constituyentes, utilizando materiales inertes adecuados o un extracto
en polvo de la materia vegetal utilizada para la preparacion. Cuando sea aplicable,
se especifica un limite para el solvente utilizado para la extraccion en la monografia
individual [18].

Extractos fluidos

Los extractos fluidos, también conocidos como extractos liquidos, son
preparaciones de materia vegetal, que contienen alcohol como solvente o como
conservante, o ambos, y estan hechos de tal manera que cada ml contiene los
constituyentes extraidos de 1 g del material crudo que representa, a menos que se
especifique lo contrario en la monografia individual. Pueden prepararse a partir de
extractos adecuados y pueden contener antimicrobianos u otros conservantes. Los
extractos farmacéuticos de fluidos se realizan por percolacion, a menudo después
de un periodo de maceracion. El solvente requerido se especifica en la monografia
individual. El procedimiento de fabricacion comun incluye la concentracion de la
porcion mas diluida del percolado por evaporacion o destilacion al vacio a
temperaturas inferiores a 60 °C. El tiempo de maceracion y la tasa del flujo durante
la percolacién se puede variar para ajustar la cantidad y la naturaleza del material
crudo bajo extraccién, siempre que la composicion de los constituyentes de interés

extraidos no se vea afectada adversamente [18].
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Caracteristicas

Estudios realizados permitieron fundamentar las siguientes caracteristicas

especificas de los extractos [17]:

e Los extractos bien preparados son de color mas o menos oscuros, cuando
han sido preparados al vacio, son ligeramente mas claros.

e Algunos son de color café amarillento, otros rojizos, los extractos
provenientes de hojas son verdosos debido a la clorofila. Su aspecto debe
ser liso, fino y homogéneo.

e Su olor y sabor son propiedades caracteristicas de la materia prima que les
ha dado su origen. Cuando son mal preparados, adquieren olor a caramelo
o confitura poco conocida.

e La solubilidad de los extractos es variable y esta en relacién directa con el
tipo de preparacion al cual fueron sometidos.

e Los extractos acuosos son completamente solubles en agua y producen una
solucién transparente, algunas veces ligeramente, algunas veces
ligeramente turbia, debido a que han sido preparados con mucha
anterioridad.

e Los extractos alcohdlicos son parcialmente solubles en agua y algunas veces
son totalmente insolubles, especialmente los extractos que han sido
preparados con alcohol fuerte tienen un excelente indice de disolucion, en el
mismo titulo alcoholimétrico del alcohol con el cual han sido preparados.

e Los extractos alcoholicos preparados con hojas dan soluciones coloreadas

de verde, pues la eliminacion de la clorofila no puede ser total.
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Conservacion de los extractos

Un extracto seco o de tipo pilular se conserva mejor que un extracto acuoso. Esto
no es totalmente exacto, pues la naturaleza del producto interviene igualmente.
Algunos extractos se descomponen al aire, otros absorben humedad atmosférica.
La conservacion de los extractos debe cumplir las siguientes condiciones [19]:

a) Se deben conservar protegiéndolos de la luz
b) Los envases deben estar bien tapados

C) Deben estar en un medio seco

Métodos de extraccion

Los métodos de extraccion deben obedecer a la informacion de la naturaleza
quimica de las sustancias, presentes en la planta y al propdsito de la investigacion.
En el caso de busqueda de sustancias para la comprobacién de actividad biol6gica,
la extraccion del material vegetal debe hacerse en agua o con solucion disoténica
(0.9 % NacCl). Frecuentemente se usa la extraccion con solventes organicos de bajo
punto de ebullicion (alcohol, acetato de etilo) y de baja reactividad. Algunas veces
es conveniente desengrasar el material vegetal con éter de petrdleo (extracto
etéreo) o hexano. El alcohol es generalmente mas eficaz para recuperar la mayoria
de los metabolitos secundarios. Los extractos son evaporados bajo presion reducida

o liofilizados, en el caso de extraccion con agua [19].
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Los métodos de extraccion se basan en las diferentes solubilidades de los diversos
compuestos encontrados en el material vegetal, asi, para sustancias de baja
polaridad (lipidos) se utilizan como solventes el éter de petrdleo y cloroformo; para
sustancias de mediana y alta polaridad el acetato de etilo, el etanol y la acetona
[19].

Las extracciones pueden hacerse por “extraccion continua en soxhlet”, en la cual
el material seco se sitia en una camara central y el solvente se hace evaporar en
caliente, en un recipiente inferior, el vapor del solvente asciende al condensador y
gotea sobre el material vegetal (Ver figura 6). Por “reflujo”, el material vegetal y el
solvente se colocan en un balén el cual tiene acoplado un refrigerante, se calienta,
el solvente evaporado se condensa y vuelve a mezclarse con el material vegetal
[19].

Figura 6. Extraccion de hoja de higuerilla en Soxhlet.

En la “maceracion en frio “, el material se mezcla con el solvente triturado

continuamente en frio por un tiempo determinado (Ver figura 7) [19].
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Figura 7. Maceracion en frio.

Metabolitos Secundarios

Son sustancias que tienen una estructura compleja, que pueden presentarse en una
especie o0 en especies afines. Estos metabolitos secundarios estan presentes en
concentraciones muy bajas, los que ejercen un efecto fisiolégico y farmacolégico
sobre el hombre. También estos metabolitos son usados comercialmente como
compuestos activos para la elaboracion de productos farmacéuticos, sabores,

fragancias y pesticidas [20].

Los constituyentes de la planta son responsables de la captacidn de radicales libres
y de la actividad antiinflamatoria. Los metabolitos secundarios son responsables de
las actividades biolégicas de las plantas incluyendo terpenoides, compuestos
fendlicos (flavonoides, acidos fendlicos, quinonas, cumarinas, ligninas, estilbenos,
taninos), y compuestos de nitrogeno (alcaloides, aminas, betalainas) vy
carotenoides. Los informes reportados de investigaciones sugieren que los
compuestos fendlicos son los potentes compuestos antioxidantes de las plantas

medicinales [21].
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Terpenos

Los terpenoides (terpenos) representan la clase mas grande de metabolitos

secundarios y ocurren en todas las plantas. Su estructura basica sigue un principio

general: los residuos de 2-metilbutano, menos precisos, pero generalmente también

denominados unidades de isopreno, (Cs) n, forman la estructura carbonada de los

terpenos. El terpenoide mas simple, el isopreno de hidrocarburo (CsHs), es un gas

volatil producido por las hojas en gran cantidad durante la fotosintesis, que puede

proteger las membranas celulares de dafios debidos a altas temperaturas o luz. Los

terpenoides se clasifican por el nUmero de carbonos como se muestra en la figura

8 [5].
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Figura 8. Clasificacion de los terpenos segun su numero de carbonos [22].
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Fenoles

Los fenoles son otra clase grande de metabolitos secundarios producidos
principalmente a través de las rutas del acido shikimico y del acido malonico en las
plantas para defenderse del ataque de patdgenos. Incluye una amplia variedad de
compuestos relacionados con la defensa que incluyen flavonoides, antocianinas,
fitoalexinas, taninos, lignina y furanocumarinas. Los taninos son flavonoides
solubles en agua, son polimeros producidos por plantas y almacenados en
vacuolas. Son toxicos para insectos que se unen a proteinas salivales y enzimas
digestivas (tripsina y quimotripsina) que dan como resultado la inactivacion de

proteinas [23].

Saponinas

Son heterdsidas cuya genina (llamada sapogenina) puede ser triterpénica o
esteroidica, las sapogeninas triterpénicas pueden tener una estructura pentaciclica.
Los sapondsidos en general son espumantes en soluciones acuosas y hemoliticos.
Modifican la permeabilidad de la membrana celular, por lo que en ocasiones se
suministran con otros farmacos para mejorar la entrada de estos en la célula.
Algunas saponinas triterpénicas tienen actividad espermicida, citotoxica,
expectorante y/o antitusiva, cicatrizantes, venoprotectoras, antifangicas o

antiinflamatorias [24].
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Alcaloides

Desde tiempos inmemoriales se conocen ciertas plantas que producen efectos
fisiolégicos muy intensos sobre el sistema nervioso central de los animales
(incluyendo el hombre), cuyos extractos se usaron para envenenar flechas o para
obtener pociones que se utilizaban en ritos religiosos o para curar multiples
dolencias. Estas plantas contienen alcaloides que son bases organicas
nitrogenadas, generalmente con un anillo heterociclico de algun tipo y derivan
biogenéticamente de aminoacidos. Presentan estructuras muy diversas por lo que
no constituyen un grupo homogéneo en términos de su estructura, propiedades y
fuentes de obtencion. Se han clasificado de acuerdo con las fuentes de donde se
han aislado (por ejemplo, alcaloides de la Ipecacuana), de acuerdo con la actividad
fisiolégica (por ejemplo, alcaloides midriaticos) o con base en la estructura quimica
(por ejemplo, alcaloides indodlicos). Al utilizarse con propositos taxonémicos debe

considerarse su biogénesis o biosintesis en las plantas que las producen [25].

Flavonoides

Los pigmentos flavonoides, son uno de los grupos mas numerosos y ampliamente
distribuidos de constituyentes naturales. Se conocen como diez clases de
flavonoides, todos contienen quince atomos de carbono en su ndcleo basico y estan
arreglados bajo un sistema Ces-C3-Cs, €n el cual dos anillos arométicos llamados A
y B estan unidos por una unidad de tres carbonos que pueden o no formar un tercer

anillo, que en caso de existir es llamado anillo C.

Los flavonoides se encuentran generalmente en mezclas como agliconas y/o

glicosidos, aun de las diferentes clases siendo este ultimo mas comun, en muchos
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casos debido a la complejidad de la mezcla es mas frecuente el estudio de estos
compuestos en forma de agliconas en extractos de plantas previamente
hidrolizadas. Se hallan presentes en todas las partes de las plantas, algunas se
encuentran mas ampliamente distribuidas que otras, siendo mas comunes las
flavonas y flavonoles, y mas restringidas en su ocurrencia las isoflavonas, las

chalconas y auronas.

Los flavonoides se utilizan desde hace mucho tiempo como colorantes de lana, y
actualmente se usan en la conservacion de grasas o jugos de frutas debido a las
propiedades antioxidantes de algunas polihidroxiflavonas. Entre otras aplicaciones
mencionaremos la de los glucosidos de hidrochalconas como edulcorante, de la

rotenona como insecticida, etc. [26].

Evaluacién de la actividad antioxidante

En la actualidad se han desarrollado un gran numero de métodos para evaluar la
capacidad antioxidante total de alimentos, suplementos dietarios, extractos
vegetales 0 compuestos puros. Sin embargo, pocos de ellos se utilizan con
regularidad debido a limitaciones relacionadas con los requerimientos

metodoldgicos y la seleccidn de las fuentes de radicales libres.

Las evaluaciones fundamentadas en el uso de radicales como el DPPH y ABTS+
son considerados por la comunidad cientifica como los métodos
espectrofotométricos mas comunes utilizados para la determinacién de la capacidad
antioxidante de alimentos, bebidas y extractos vegetales, debido a que los
procedimientos requeridos en estas metodologias son simples, rapidos, sensibles 'y
reproducibles. Los antioxidantes pueden desactivar los radicales por dos
mecanismos principalmente: transferencia de atomos de hidrégeno y transferencia
de electrones. Los resultados finales son los mismos independientemente del

mecanismo, pero la energia cinética y potencial de las reacciones difieren.
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Métodos que miden la capacidad para secuestrar radicales: Existen algunos
métodos que miden la capacidad para secuestrar los radicales formados en los
procesos de peroxidacion lipidica. Uno de ellos consiste en medir la concentracion
de antioxidante requerido para secuestrar el 50% de los radicales en un tiempo
determinado. Los radicales comunmente utilizados son el 2,2-difenil-1- picrilhidracilo
(DPPH) y acido 2,2’-azino-bis-(3- etiltiazolinabencenosulfénico- 6) (ABTS+) [26].

DPPH (Ensayo actividad antiradical): Recientemente, el ensayo DPPH se ha vuelto
bastante popular en estudios de antioxidantes naturales. Una de las razones es que
este método es simple y altamente sensible. Este ensayo se basa en la teoria de
gue un donante de hidroégeno es un antioxidante. La Figura 9 muestra el mecanismo
mediante el cual DPPH acepta hidrégeno de un antioxidante, DPPH es uno de los
pocos estables y comercialmente disponibles radicales de nitrégeno orgénico, el
efecto antioxidante es proporcional a la desaparicion de DPPH en las muestras de

prueba.

La monitorizacién del DPPH con un espectrometro UV se ha convertido en el
método mas utilizado y extendido recientemente debido a su simplicidad. Y la
exactitud. DPPH muestra un fuerte maximo de absorcién a 515 nm (purpura). El
color cambia de purpura a amarillo seguido de la formacién de DPPH tras la
absorcion de hidrogeno de un antioxidante. Esta reaccion es estequiométrica con
respecto al numero de atomos de hidrégeno absorbidos. Por lo tanto, el efecto
antioxidante se puede evaluar facilmente siguiendo la disminucion de la absorcién
de UV/VIS a 515 nm. Los resultados se reportan como IC50, que es la cantidad de
antioxidante necesaria para disminuir la concentracion de DPPH inicial en un 50%
[28].
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Figura 9. Estructura del DPPH antes y después de la reaccién con el antioxidante

[29].
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Capitulo 3: Materiales y métodos

Toma de muestras

La obtencién de las hojas de higuerilla fue realizada en el puente “Las Bramonas”
ubicado en el kilbmetro 223 de la carretera transpeninsular Ciudad constitucién-
Ciudad Insurgentes en el municipio de Comondu, Baja California Sur, las cuales
fueron enviadas a la ciudad de Mexicali, Baja California para su uso en la

experimentacion.

Preparacion de los extractos

Una vez obtenidas las hojas, se procedio a secarlas a temperatura ambiente
durante 48 h (Ver figura 10), las hojas fueron pesadas antes y después para

determinar el porcentaje de humedad contenida en la hoja.
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Figura 10. Secado de hojas de higuerilla.

Realizado el secado de las hojas, estas fueron colocadas en un molino manual,

para su molienda y obtencién de un tamafio menor de particulas (Ver figura 11).

Figura 11. Molienda de hojas de higuerilla.
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Con las hojas ya molidas y secas, se procedio a la preparacion de los extractos por
medio de la técnica de maceracion en frio, basada en el método de Jeyaseelan, et
al. [30] , el cual consiste en pesar 20 g de la hoja previamente molida y secada,
colocarla en un matraz, adicionar 100 ml del solvente a utilizar y dejarlo reposar por
24 h. Los solventes utilizados fueron metanol, etanol, agua y las mezclas de 80:20
v/v de metanol/agua y etanol/agua (Ver figura 12 y 13).

Figura 12. Adicién de 20 g de hoja de higuerilla a matraz para preparaciéon de

extractos.
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Figura 13. Extracto hoja de higuerilla.

Concentraciéon de extractos

Para la concentracion de los extractos preparados, una vez transcurrido el tiempo
de reposo definido fueron filtrados mediante un filtro Whatmann no. 2 y se
depositaron en un matraz bola previamente pesado, y posteriormente se colocaron
en un rotaevaporador para ser concentrados a presion reducida con ayuda de una
bomba de vacio (Ver figura 14), dependiendo del solvente las condiciones fueron
diferentes (Ver tabla 2).
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Figura 14. Concentracion de extracto en rotaevaporador.

Tabla 2. Condiciones para recuperaciéon de solventes rotaevaporador.

Metanol:

Etanol:

Temperatura: 45° C

Temperatura: 65° C

Duraciéon: 40 min

Duracion: 40 min

RPM: 120

RPM: 120

Vacio: 500 mmHg

Vacio: 500 mmHg
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En el uso de agua y las mezclas 80/20, la concentracion se realizé en un vaso de
precipitado, el cual contenia el extracto previamente filtrado y se dejé concentrar a
temperatura ambiente con aireacién constante aproximadamente por 24 h (Ver
figura 15).

Figura 15. Concentracion en vaso de precipitado.

Capacidad antioxidante

La evaluaciéon de la capacidad antioxidante se realiz6 por medio del método de
Brand-Williams, W. et al. [31] con algunas modificaciones, el cual sirve para
determinar la capacidad antioxidante con base en la disminucién de color del radical
libre 2,2, difenil-picril-hidracilo (DPPH), medida a UV/VIS 515 nm, por accion de un
compuesto antioxidante. Se utilizé acido ascorbico como referencia. Para iniciar con
la evaluacién de la capacidad antioxidante, se procedié primero a preparar las
soluciones stock en un matraz volumétrico del acido ascorbico y de los extractos

realizados. Posteriormente de haber preparado las soluciones stock, se realizaron
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distintas diluciones: 60, 45, 30, 15, 5 yg/ml para los extractos de metanol, etanol y
sus mezclas con agua de 80/20 v/v, para el &cido ascérbico se utilizaron las
diluciones de: 12, 10, 7.5, 5, 2.5 yg/ml y para los extractos de agua: 90, 75, 60, 45,
30, ug/ml, ver figura 16. Se prepard la solucion de DPPH en metanol, a una

concentracion de 6x10° M, la cual se mantuvo resguardada de la luz (Ver figura 16).

Figura 16. Diluciones de extractos y solucion stock.

Una vez que las soluciones fueron preparadas, se realizé una lectura con respecto
al tiempo con un espectrofotbmetro UV/VIS Perkin EImer Lambda 25 (Ver figura 17),
por una hora y con una lectura cada 60 segundos a 515 nm, esto con el fin de

determinar el tiempo en el que cada extracto alcanza la mayor reducciéon del DPPH.
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Figura 17. Espectrofotometro UV/VIS Perkin EImer Lambda 25.

Una vez obtenido el tiempo de cada extracto y del &cido ascorbico, se procedié a
realizar las lecturas de absorbancia para determinar su capacidad antioxidante. Se
depositaron 2 ml de DPPH en una celda 'y 1 ml de la dilucion a leer, se dejo reposar
en ausencia de luz, el tiempo de reposo fue el que se determiné en las lecturas con
respecto al tiempo, y se procedio a tomar la lectura de absorbancia, esto se realiz6
por triplicado el cambio de coloracién de los distintos extractos se puede aprecias

en las figuras 19 a la 24.

Una vez obtenidas las lecturas del 4cido ascoérbico y de cada extracto, se calculd
el porcentaje de inhibicion de cada una de ellas con la ecuacién de porcentaje de

inhibicion (Ver ecuacion 1).
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Ar—Am
%lhn= ———— X 100

Ac
Ecuacion 1. Porcentaje de inhibicion.

Donde Ac es la absorbancia del radical DPPH + metanol; Am es la absorbancia de

DPPH + extracto de muestra / estandar.

Después de obtener el porcentaje de inhibicidn, se grafico contra la concentracion
y se obtuvo la ecuacion de regresion lineal, con la cual posteriormente se igualo al
50% de porcentaje de inhibicidn y se calculd el IC50, el cual es la cantidad necesaria
para reducir al 50% la concentracion inicial de DPPH. De la figura 18 a la 23 se
muestra el cambio de coloracion de los extractos y el acido ascorbico al afiadirse al
DPPH.

Una vez obtenido el IC50, se procedi6o a calcular el porcentaje de actividad
antioxidante relativa (%AAR), el cual es la actividad antioxidante de una sustancia
comparada con la de un patron en las mismas condiciones, y se calcula con el
coeficiente de inhibicion (IC50) del patron utilizado (en este caso acido ascoérbico)

entre el IC50 de la sustancia analizada (Ver ecuacion 2) [32].

IC50
%AAR= —= X 100
IC50p
Ecuacion 2. Actividad antioxidante relativa

Donde IC50(p) es el coeficiente de inhibicion del patrén de referencia usado e

IC50(m) es el coeficiente de inhibicion la muestra analizada.
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Figura 18. Cambio de coloracion DPPH + &cido ascorbico a diferentes

concentraciones.

Figura 19. Cambio de coloracién DPPH + extracto metanol a diferentes

concentraciones.
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Figura 20. Cambio de coloracion DPPH + extracto metanol/agua a diferentes

concentraciones.

Figura 21. Cambio de coloracion DPPH + extracto agua a diferentes

concentraciones.
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Figura 22. Cambio de coloracion DPPH + extracto etanol a diferentes

concentraciones.

Figura 23. Cambio de coloracion DPPH + extracto etanol a diferentes

concentraciones.
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Disefio de experimentos

Para el desarrollo del disefio de experimentos, se trabajo con hojas de higuerilla
(Ricinus communis) recién cortadas las cuales fueron procesadas para obtener la
mayor cantidad de extracto.

Los factores considerados para el disefio de experimentos fueron los siguientes:

e Tipo de solvente: A1 = Metanol, A2= Etanol, As=Agua, As=Metanol/Agua y As
= Etanol/Agua.
e Tiempo de extraccion: Bi= 24h y B2= 48h.

¢ Relacion masa: solvente: Ci=5:1y C2=10:1

Como variable de respuesta se defini6 a la cantidad de extracto obtenido, en
relacion con la masa de hojas de higuerilla (Ricinus communis) procesadas. La
significancia estadistica fue del 95% (a=0.05). El disefio factorial fue de 5 x 2 x 2
con una sola réplica por cada uno de los tratamientos, resultando en un nimero total
de observaciones de 20, como se muestra en la tabla 3.

Bajo las siguientes hipotesis nulas (Ho) y alternativas (Ha):

Ho: Efecto de Solvente (A) =0

Ha: Efecto de Solvente (A) #0

Ho: Efecto de Tiempo de extraccion (B) = 0
Ha: Efecto de Tiempo de extraccion (B) #0
Ho: Efecto de Relacion masa:solvente (C) =0
Ha: Efecto de Relacion masa:solvente (C) 20

En donde, si la condicidn es igual a cero, significa que ese factor no presenta efecto
sobre la variable de respuesta. Y en caso contrario, significa que si presenta una

afectacion.
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Tabla 3. Arreglo de factores para el disefio de experimentos

C1 Cc2 C1 Cc2

Bl B2 Bl B2
Al R1 R1 R1 R1
A2 R1 R1 R1 R1
A3 R1 R1 R1 R1
A4 R1 R1 R1 R1
A5 R1 R1 R1 R1

Simulacién en Aspen Plus®

Anélisis elemental

El andlisis elemental es utilizado para determinar los porcentajes en peso de
elementos quimicos, carbono, hidrogeno, nitrégeno, oxigeno y azufre (C, H, N, Oy
S) de la biomasa. Este analisis se realiza mediante la utilizacién de un analizador
elemental. El analisis final de las muestras de biomasa se realiz6 en un analizador
elemental, modelo Thermo Flash 2000. Se analizaron C, H, N, S y se determin0 su
porcentaje de composiciones a excepcion del oxigeno que se determiné por
diferencia, segun la Ecuacién 2. Para la determinacién de C, H, Ny S, se utiliz6

reduccion de 6xido con cobre.
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Las temperaturas del reactor y horno fueron 950 °C y 65 °C, respectivamente. La
longitud de la columna fue de 2 m, utilizando helio (He) como gas transportador con
un flujo de 140 mil/min [33].

%0= 100 — (%C + %H + %N + %S + cenizas)

Ecuacion 3. Determinacion de oxigeno.

A continuacién, se muestra el proceso para la simulacion de una extraccion de
aceite esencial y una solucion de extracto, basada en la experimentacion de
laboratorio y el uso de hojas y datos de higuerilla (Ricinus communis) para

aprovechar los residuos de las podas.

La simulacion de aceite esencial y extracto incluye algunas de las siguientes partes:
* Mezcla del solvente y biomasa.

 Calentamiento de la mezcla.

* Destilacion del aceite esencial y separacion del extracto.

* Recuperacion del solvente.
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Componentes presentes en la simulacion del aceite esencial y del extracto

Los componentes utilizados en la simulacién para la representacion de la biomasa

y el solvente se presentan en la tabla 4 y 5.

Tabla 4. Componentes de Aspen Plus® en la simulacion del aceite esencial.

: Nombre del 5
ID Tipo Férmula
Componente
ETHANOL Conventional ETHANOL C2oHeO-2
DEXTROSE | Conventional DEXTROSE CsH12056
_ ACETIC- C2H402-1
ACETIC Conventional
ACID
LYSIN Conventional LYSINE CsH14N202
THUJONE Conventional THUJONE C10H160-Ns
_ CALCIUM-
CAO Conventional
OXIDE CAO

Tabla 5. Componentes de Aspen Plus® en la simulacién del extracto.

: Nombre del 5
ID Tipo Férmula
componente
ETHANOL Conventional ETHANOL C,HgO-2
DEXTROSE | Conventional | DEXTROSE CsH12056
_ ACETIC- C2H402-1
ACETIC Conventional
ACID
LYSIN Conventional LYSINE CesH14N202
RUTIN Conventional RUTIN C27H30015
_ CALCIUM-
CAO Conventional
OXIDE CAO
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Para la simulacion se definid un modelo equivalente de hojas de higuerilla (Ricinus

communis) de la mezcla de los siguientes compuestos: celulosa, hemicelulosa,

lignina y pectinas se representan como moléculas de dextrosa con un porcentaje de

59.2 (w/w). Las cenizas como 6xido de calcio con un porcentaje de 11.9 (w/w). Las

grasas representadas como acido ricinoleico con un porcentaje de 5.4 (w/w). Para

las proteinas, se representan con lisina con un porcentaje de 22.5 (w/w) [34]. EI 1

por ciento restante (w/w) es el aceite esencial. Los aceites esenciales fueron

representados como thujone y el extracto como rutin [35].

Unidades de simulacion

Las unidades utilizadas en la simulacion, asi como sus funciones se presentan en

la tabla 6, 7 y 8.

Tabla 6. Unidades utilizadas en la simulacion de aceite esencial.

Unidad

Propésito

PUMP

Bombea el solvente al mezclador

HEATER

Calienta la mezcla de las corrientes para generar

vapor

SP2

Condensa y separa el aceite esencial

Tabla 7.

Unidades utilizadas en la simulacién de extracto.
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Unidad

Proposito

PUMP

Bombea el solvente al mezclador

MIXER

Mezcla las corrientes de biomasa y solvente

SP2

Separa el extracto

Tabla 8.

Unidades de operacion y bloques en la simulacion.

Unidad de
Operacién

Bloque

Especificaciones

PUMP

Pump

La bomba simula una bomba o turbina
hidraulica. Este modelo calcula el
requerimiento de potencia o la potencia
producida, dada una especificacion de

presion de salida.

SP2

Sep

Los bloques separadores, Sep y Sep2,
combinan flujos de alimentacion y
luego dividen flujo resultante, basado
en sus especificaciones. Cuando los
detalles de la separacién son
desconocidos 0 no importantes, puede
usar Sep y Sep2 en lugar de rigurosos
modelos de separacion (como modelos
de destilacién o absorcion) para

ahorrar tiempo computacional.

MIXER

Mixer

El mezclador combina flujos de
materiales (corrientes de calor o flujos

de trabajo) en una
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corriente de salida. Si las corrientes de
materiales se mezclan, puede usar una
corriente opcional de agua de
decantacion opcional para decantar el
agua libre de la salida. Se puede
especificar una salida de

presion o caida de presion para flujos

de material

El calentador produce una corriente de
salida, con una corriente de
decantacion de agua opcional. La
HEATER Heater especificacion del servicio térmico
puede ser proporcionada por una

corriente de calor desde otro bloque.

Método Termodinamico

El método de propiedad es un grupo de métodos y modelos, y Aspen Plus® los usa
para calcular las propiedades termodinamicas y las propiedades de transferencia.

La seleccion de un método de propiedad adecuado es muy importante para un
proceso de simulacién, y determina la precision de los resultados de la simulacion.
La seleccion de métodos de propiedades depende del grado de no idealidad y las
condiciones de funcionamiento del sistema, y la seleccion puede realizarse sobre la
base de las caracteristicas, la temperatura de operacion y la presion del sistema.

Dado que se estudia el sistema de destilacion de alto vacio (extraccion de aceite

esencial), las bases principales para seleccionar son los datos binarios de equilibrio
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vapor-liquido entre componentes y las condiciones de operacion, y los métodos de

propiedad que se pueden usar son BK10 e IDEAL, en la tabla 9 se presentan las

aplicaciones de los métodos termodinamicos [36].

Tabla 9. Aplicaciones de métodos termodinamicos [37].

Refineria

Aplicacién

Métodos de propiedad recomendados

Aplicaciones de presion baja
(Hasta varias atm)

BK10, CHAO-SEA, GRAYSON

Quimicos

Aplicacion

Métodos de propiedad recomendados

Separaciones azeotropicas,
separacion de alcoholes

WILSON, NRTL, UNIQUAC vy sus

variantes

Acidos Carboxilicos, planta de acido

acético

WILS-HOC, NRTL-HOC, UNIQ-HOC

Planta de fenoles

WILSON, NRTL, UNIQUAC vy sus

variantes

Reacciones de fases liquidas,

esterificacion

WILSON, NRTL, UNIQUAC vy sus

variantes

Ambi

ental

Aplicacion

Métodos de propiedad recomendados

Recuperacion de solventes

WILSON, NRTL, UNIQUAC vy sus

variantes

Extraccién de hidrocarburos

(substituidos)

WILSON, NRTL, UNIQUAC vy sus

variantes

Para facilitar la seleccion del método

diagramas de flujo mostrados en la figura

termodinamico correcto se usan los
24y 25.
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Figura 24. El primer paso para la seleccion del método termodinamico [38].
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Figura 25. Procedimiento para componentes polares [38].
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Diagrama de simulacién

El diagrama final de las simulaciones se puede observar en las figuras 26 y 27.

o BIOMASS

‘ O Temperzture (C)
{__ Pressure (bar)
E Mass Flow Rate (kg/hr)

Figura 26. Diagrama de la simulacion del aceite esencial.

BIOMASS

RESIDUES
() Temparanwe ()

¥ ¢ Mass Flow Rate (kath)

Figura 27. Diagrama de la simulacion del extracto.
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Microscopia electronica de barrido y andlisis de espectroscopia de dispersion
de energia de rayos X

Las hojas de higuerilla fueron analizadas utilizando un microscopio electronico de
barrido (SEM) JEOL JSM- 6360, para identificar los cambios morfolégicos que
ocurrieron en sus superficies debido al efecto del contacto con los distintos
solventes utilizados en la obtencion de los extractos. Las condiciones fueron
constantes en todas las imagenes, como el voltaje de aceleracién de 15 kV y un
vacio de 50 Pa. El resultado se compard con un blanco. La espectroscopia de
dispersion de energia de rayos X (EDS) se realiz0 para la caracterizacion quimica
[39].

Capitulo 4: Resultados y discusion

Resultados UV/VIS respecto al tiempo

A continuacién, se muestran las gréaficas resultantes de la lectura con respecto al
tiempo en el UV/VIS: para el acido ascorbico, metanol, metanol/agua y etanol la
lectura fue a 60 min como se aprecia en las figuras 28, 29, 30 y 32 respectivamente.
Para el etanol/agua y agua la lectura fue a 120 min debido a que en la primera
lectura a 60 min seguian mostrando reduccién del DPPH, esto debido posiblemente

a un mecanismo de reaccion mas lento (Ver figura 31 y 33).
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Figura 30. Lectura respecto al tiempo extracto metanol/agua + DPPH en UV/VIS.
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Tablas de porcentajes de inhibicién e IC50 a 515nm de los distintos extractos
y del &cido ascérbico

Los resultados de absorbancia y porcentaje de inhibicion de las distintas
concentraciones utilizadas en los diferentes extractos y del acido ascorbico, asi

como el IC50 obtenido, se pueden observan en las tablas de la 10 a la 15.

Tabla 10. Porcentaje de inhibicién e IC50 acido ascorbico.

Concentracion

(ug/ml) Absorbancia %lhn IC50
2.5 0.38 43.53 -
5 0.28 58.21 3.5
7.5 0.18 73.63 -
10 0.09 86.72 -
12.5 0.03 95.37 -
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Tabla 11. Porcentaje de inhibicién e IC50 metanol.

Concentracion

(ug/ml) Absorbancia
5 0.36 46.77 -
15 0.31 54.23 9.6
30 0.24 63.68 -
45 0.19 71.14 -
60 0.11 84.08 -

Tabla 12. Porcentaje de inhibicién e IC50 metanol/agua.

Concentracion

(ug/ml) Absorbancia
5 0.38 42.46 -
15 0.33 50.68 13.67
30 0.24 63.69 -
45 0.16 75.64 -
60 0.11 83.31 -
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Tabla 13. Porcentaje de inhibicién e IC50 agua.

Concentracion

(ug/ml) Absorbancia
30 0.34 44.07 -
45 0.30 50.55 43.41
60 0.27 56.32 -
75 0.22 64.07 -
90 0.16 73.41 -

Tabla 14. Porcentaje de inhibicion e IC50 etanol.

Concentracion

(ug/ml) Absorbancia
5 0.43 34.80 -
15 0.40 39.99 -
30 0.35 47.35 31.99
45 0.27 59.40 -
60 0.23 65.56 -
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Tabla 15. Porcentaje de inhibicion e IC50 etanol/agua.

Concentracion

(ug/ml) Absorbancia %lhn
5 0.37 43.62 -
15 0.34 48.61 -
30 0.30 54.46 18
45 0.23 65.56 -
60 0.18 72.62 -
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Porcentaje de inhibicion contra concentracion de los distintos extractos y
acido ascorbico

Las representaciones graficas de la concentracion contra el porcentaje de inhibicion,
la ecuacién de correlacion de cada uno de los extractos y del &cido ascorbico, asi

como sus R? se pueden apreciar en las figuras 34 a la 39.

y = 5.2876x + 31.836
%elhn R? = 0.9901
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Figura 34. Porcentaje de inhibicién contra concentracidén del acido ascoérbico y

ecuacion de regresion.
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2lhn ¥ =0.6533x + 43.727
RZ = 0.093
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Figura 35. Porcentaje de inhibicion contra concentracion de extracto metanol y

ecuacion de regresion.
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Figura 36. Porcentaje de inhibicién contra concentracion de extracto metanol/agua

y ecuacion de regresion.
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o7 h n y = 0.4597x + 30.044
R* = 0.9958
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Figura 37. Porcentaje de inhibicién contra concentracion de extracto agua y

ecuacion de regresion.
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Figura 38. Porcentaje de inhibicién contra concentracion de extracto etanol y
ecuacion de regresion.
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alhn vy =0.5367x + 40.337
R =0.9205
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Figura 39. Porcentaje de inhibicion contra concentracion de extracto etanol/agua y

ecuacion de regresion.

Clasificacion actividad antioxidante

Se puede clasificar la actividad antioxidante de los extractos en: fuerte, intermedia
y débil, dependiendo de su IC50 como se presenta en la tabla 16. La clasificacion

de los extractos obtenidos junto a su IC50 se puede observar en la tabla 17.

Tabla 16. Clasificacion de los extractos por su actividad antioxidante [40].

IC50(ug/ml) Actividad antioxidante
<50 pg/ml Fuerte
50-100 pm/ml Intermedia
>100pg/ml Débil
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Tabla 17. Actividad antioxidante relativa, IC50 y clasificacion de la actividad

antioxidante de los extractos de la hoja de higuerilla.

AAR éacido
Extractos ascorbico IC50(ug/ml) Actividad antioxidante
Metanol 274.29 9.6 Fuerte
Metanol/Agua 390.57 13.67 Fuerte
Agua 1240.29 43.41 Fuerte
Etanol 914.00 31.99 Fuerte
Etanol/Agua 514.29 18 Fuerte

Resultados andlisis elemental

En la tabla 18 se muestran los resultados obtenidos del analisis elemental.

Tabla 18. Resultados anélisis elemental.

Muestra C, %m/m H, %m/m N, %m/m S, %mm 0O, %m/m
Hoja de
higuerilla 40.13 5.09 3.64 0.22 50.92
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Resultados de la simulacion

Las tablas 19 y 20 muestran las entradas y salidas de las corrientes de las

simulaciones.

Tabla 19. Entradas y salidas de la simulacién del aceite esencial.

_ C 25 25 25.08 110 110 57
_ bar 1.01 1.01 202 2 2 1
_ kg/hr 1 1 1 2 1.89 0.109
_ kg/hr 0 1 1 1 0.9 0.1
_ kg/hr 0.59 0 0 0.59 0.59 0
_ kg/hr 0.05 0 0 0.05 0.05 0
_ kg/hr 0.22 0 0 0.22 0.22 0
_ kg/hr 0.01 0 0 0.01 0.001 0.009
_ kg/hr 0.12 0 0 0.12 0.12 0

Tabla 20. Entradas y salidas de la simulacién del extracto.

_ C 25 25 25.15 25.07 25.07
_ bar 1.01 1 2 2 2
_ kg/hr 1 1 1 2 0.109
_ kg/hr 0.59 0 0 0.59 0
_ kg/hr 0.05 0 0 0.05 0
_ kg/hr 0.22 0 0 0.22 0
_ kg/hr 0 1 1 1 0.1
_ kg/hr 0.01 0 0 0.01 0.009
_ kg/hr 0.12 0 0 0.12 0
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Resultados de la corrida para el disefio de experimentos.

Se realiz6 la corrida experimental y se obtuvieron los resultados mostrados en la
tabla 21.

Tabla 21. Resultados corrida experimental.

Réplica Solventes Tiempo Relacion Rendimiento
1 Metanol 24 5:1 1.20
1 Metanol 24 10:1 2.65
1 Metanol 48 5:1 1.70
1 Metanol 48 10:1 2.69
1 Etanol 24 5:1 1.00
1 Etanol 24 10:1 1.24
1 Etanol 48 5:1 1.13
1 Etanol 48 10:1 1.55
1 Agua 24 5:1 2.10
1 Agua 24 10:1 3.54
1 Agua 48 5:1 2.38
1 Agua 48 10:1 4.49
1 Metanol/Agua 24 5:1 1.00
1 Metanol/Agua 24 10:1 2.81
1 Metanol/Agua 48 5:1 1.92
1 Metanol/Agua 48 10:1 3.05




Andlisis estadistico del disefio de experimentos

Para el andlisis estadistico se utilizé el software Minitab ® versién 18, los

resultados del analisis se presentan en la tabla 22.

Tabla 22. Resultados del analisis estadistico del disefio de experimentos.

Fuente Grados de Suma de Cuadrado Valor Valor
Libertad Cuadrados Medio F p
Modelo 10 16.5097 1.65097 31.78 | 0.000
Lineal 6 15.2750 2.54584 49.01 0.000
Solventes 4 8.1153 2.02883 39.06 0.000
Tiempo 1 0.6845 0.68450 13.18 | 0.005
Relacién 1 6.4752 6.47522 124.66 0.000
Interacciones de 2 4 1.2346 0.30866 5.94 0.013
términos
Solventes*Relacion 4 1.2346 0.30866 594 | 0.013
Error 9 0.4675 0.05194
Total 19 16.9772

Con el fin de validar que los resultados obtenidos del disefio de experimentos
cumplan con los supuestos de normalidad, varianza constante e independencia, se

utilizaron las gréaficas de residuos.
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Con las graficas de residuos de la figura 41 se establece el cumplimiento de los

supuestos de normalidad, varianza constante e independencia, ya que la variable

de repuesta se distribuyé de manera normal con la misma varianza en cada

tratamiento y las mediciones fueron independientes.

' Gréficas de residuos para Rendimiento
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Figura 41. Graficas de residuos para la variable de respuesta.
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Resultados microscopia electrénica de barrido

Las micrografias representativas de las superficies de la hoja de higuerilla sin
procesar y procesadas con los distintos solventes utilizados en la metodologia para
la preparacién de extractos, se muestran de la figura 40 a la figura 51. El andlisis
morfologico de la superficie a través de SEM muestra que no hubo diferencia
significativa en la superficie de la hoja antes y después del procesamiento con los
solventes, debido muy probablemente al uso de la técnica de maceracion en frio, al

no haber vapor que modifique la estructura mecanica del material vegetal.

TR

BES 15kV
II-UABC

Figura 40. Micrografia de hoja de higuerilla sin procesar a 80x.
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BES 15kV x1,000 10pm
1I-UABC

BES 15kV
II-UABC

Figura 42. Micrografia de hoja de higuerilla procesada con metanol a 80x.
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BES 15kV x1,000 10pm
1I-UABC

BES 15kV
II-UABC

Figura 44. Micrografia de hoja de higuerilla procesada con metanol/agua a 80x.
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BES 15kV x1,000 10pm
1I-UABC

BES 15kV
II-UABC

Figura 46. Micrografia de hoja de higuerilla procesada con agua a 80x.
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BES 15kV x1,000 10um
II-UABC

Figura 47. Micrografia de hoja de higuerilla procesada con agua a 1000x.

BES 15kV
II-UABC

Figura 48. Micrografia de hoja de higuerilla procesada con etanol a 80x.
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BES 15kV x1,000 10um
II-UABC

BES 15kV
II-UABC

Figura 50. Micrografia de hoja de higuerilla procesada con etanol/agua a 80x.
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BES 15kV x1,000 10um
1I-UABC

Figura 51. Micrografia de hoja de higuerilla procesada con etanol/agua a 1000x.

Resultados espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS)

Los resultados obtenidos por andlisis EDS para la hoja de higuerilla antes y después
del procesamiento se muestran en la figura 52 a la figura 57. En las hojas de
higuerilla antes del procesamiento, se encontraron distintos elementos, su
presencia es posible debido a los restos de polvo en la hoja. Aluminio no estuvo
presente en las hojas procesadas por metanol y etanol lo que habla de un posible
arrastre por estos solventes, en el andlisis en el que se presentaron menos
elementos fue en de la hoja procesada por etanol lo que podria indicar un mejor
arrastre por parte del etanol a comparacién del metanol y las mezclas con agua. Los
elementos C y O se determinaron antes y después del procesamiento con ligeras

diferencias.
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Figura 52. Hoja de higuerilla sin procesar (EDS).
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Figura 53. Hoja de higuerilla procesada con metanol (EDS).
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Figura 54. Hoja de higuerilla procesada con metanol/agua (EDS).

84



700.0

600.0

500.0

Counts

300.0

200.0

100.0—

Chemical formula mass%

Ca

Total

400.0—

Ca
Al S Ca

Mg PS

I '“"T" ha T T - I
1.00 . 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

keV
Atom% Sigma  Net K ratio

60.12  68.56 0.11 11777 0.0043168

34.27 29.34 0.33 4452 0.0053485

0.20 0.12 0.06 131 0.0000816

0.19 0.10 0.06 138 0.0000891

0.20 0.09 0.05 128 0.0001105

0.77 0.33 0.06 514 0.0004398

1.83 0.64 0.11 853 0.0011141

2.40 0.82 0.14 1021 0.0015177

100.00 100.00

Acquisition Condition
Instrument  : 6010LA
Volt :15.00 kV
Current P

Process Time :T4

Live time  :60.00 sec.
Real Time  :60.29 sec.
DeadTime :0.00 %

Count Rate :142.00 CPS

Figura 55. Hoja de higuerilla procesada con agua (EDS).
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Figura 56. Hoja de higuerilla procesada con etanol (EDS).
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Figura 57. Hoja de higuerilla procesada con etanol/agua (EDS).
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Conclusiones

Se logré la obtencion de extractos de las hojas higuerilla (Ricinus communis),
provenientes de la poda del arbusto mediante el uso de distintos solventes y se
comprobd por medio de la prueba con DPPH que los extractos obtenidos tienen una
fuerte actividad antioxidante. De mayor actividad a menor actividad se presentan ac
continuacion: metanol con un IC50 de 9.67, metanol/agua con un IC50 de 13.67,
etanol/agua con un IC50 de 18, etanol/agua con un IC50 de 31.99 y agua con un
IC50 de 43.41. Ademas, el etanol y agua presentaron una reaccion lenta para la

reduccion del DPPH, continuando reduciéndolo incluso después de 60 min.

Debido a que, segun Singh, P. P. et al. [41] los extractos preparados con mezcla
80:20 de alcohol/agua obtuvieron una mayor capacidad antioxidante, se decidio
utilizar esta mezcla de solventes, pero de acuerdo con la experimentacion realizada
y los resultados esto sélo sucedié con la mezcla etanol/agua, logrando tener una

mejor capacidad antioxidante que el etanol y el agua por separados.

Se realizé el analisis elemental de las hojas para determinar su composicion quimica
y junto con el andlisis ultimo obtenido de Animal Feed Resources [34], realizar una
simulacion mas realistica en el software utilizado, pudiendo asi en un futuro
realizarse analisis econdmicos y encontrar el factor para escalar la experimentacion

realizada en vidrio a un nivel planta piloto.

El andlisis del rendimiento de los extractos se hizo por medio de un disefio de
experimentos general, arrojando que los factores significativos comprenden: el tipo
de solvente, la relacibn masa/solvente y la interaccion de tipo de solvente con la
relacion masa/solvente. El extracto con agua fue el que mejor rendimiento mostro

en cuanto extraccion, pero es el que tiene menor capacidad antioxidante.
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El analisis por el microscopio electronico de barrido muestra que a pesar de estar
en contacto la hoja con el solvente, no hubo una diferencia significativa en el cambio
de estructura en comparacion con la hoja sin procesar, como se ha mostrado en lo
reportado en otros experimentos cuando se utilizan extracciones por arrastre de

vapor o en soxhlet.

Recomendaciones

e Realizar una determinacién de fenoles por el método de Fenil-Ciocalteu.

e Caracterizar los extractos por medio de un analisis en el HPLC para
determinar las moléculas de mayor abundancia.

e Realizar pruebas de estabilidad oxidativa en el biodiesel y otros combustibles
afnadiéndole el extracto obtenido.

e Realizar las mismas pruebas con las hojas tratadas térmicamente.

e Buscar el aprovechamiento de las hojas una vez extraidas.
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