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Resumen

Los compuestos bioactivos son parte fundamental en la dieta de las
personas por lo cual su uso se recomienda ampliamente. La literatura muestra
gue las matrices vegetales presentan gran cantidad de estos compuestos. Como
ejemplo de ello se tiene a la hoja de chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I.M.
Johnst), que posee gran cantidad de estos. Las técnicas tradicionales de
extraccion, como la maceracion, soxhlet y prensado, son las mas utilizadas para
la obtencion de esos componentes. Sin embargo, todas ellas presentan las
mismas caracteristicas, el largo tiempo de extraccién y el uso excesivo de
solventes téxicos. Que hace que no sean muy redituables para la industria de

procesos.

En la dltima década, surgid el uso de tecnologias de extraccion verdes,
como ejemplo estan, la extracciéon con ultrasonido y la supercritica. Presentan
caracteristicas idoneas, como menor tiempo de extraccion, uso de solventes no
téxicos, eficiencia de extraccion, entre otras. El objetivo de esta investigacion fue
estudiar la extraccién de compuestos fendlicos totales (CFT) procedentes de la
hoja de chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) 1.M. Johnst), mediante la
extraccidn ultrasonica y supercritica. Dado que estos compuestos son

antioxidantes naturales y son utilizados como base de farmacos.

Se empled la metodologia de Folin-Ciocalteu, para la cuantificacion de los
CFT. Se obtuvo 53.333 mg EAG (equivalentes de éacido galico) g* con la
extraccién supercritica en medio etandlico, que corresponde a la mayor
concentracion de CFT contra 30.72 mg EAG g, que se obtuvo con ultrasonido,
también en medio etandlico. Estos valores son mas altos que lo reportado por
Garcia-Rodriguez (2014), 35.70 + 24.60 mg EAG g y por Jiménez-Aguilar and

Grusak (2015), 5.66 + 0.59 mg EAG g con técnicas de extraccion tradicionales.



Abstract

Bioactive compounds are a fundamental part in the diet of people for which
its use is highly recommended. The literature shows that vegetable matrices
present a large amount of these compounds. As example of this is when the leaf
of chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I.M. Johnst), which has a large number
of these. Traditional extraction, soxhlet, the maceration and pressing techniques,
are the most used for the obtaining of such components. However, all of them
have the same characteristics, the long time of toxic extraction and the excessive

use of solvents. Making not be very profitable for the process industry.

In the last decade, did the use of extraction of green technologies, as
example, the extraction with ultrasound and the supercritical. They are ideally
suited, as less time extraction, use of solvents not toxic, efficiency of extraction,
among others. The objective of this research was to study the extraction of total
phenolic compounds (CFT) from leaf of chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.)
I.M. Johnst), using ultrasonic and supercritical extraction. Since these compounds

are antioxidants and are used as the basis of drugs.

Used the methodology of Folin-ciocalteu reagent, for the quantification of
the CFT. Was obtained 53.333 mg EAG (Gallic acid equivalents) g with
supercritical extraction in ethanolic medium, which corresponds to the highest
concentration of CFT against 30.72 mg EAG g !, which was obtained with
Ultrasound, also in ethanolic medium. These values are higher than what was
reported by cerqueiro (2014), 35.70 24.60 + mg EAG g ! and Jimenez-Aguilar
and Grusak (2015), 5.66 + 0.59 mg EAG g with extraction techniques traditional.



INTRODUCCION

En los procesos industriales es comun el uso de compuestos derivados de
matrices vegetales. Las industrias textil, cosmetica, de pinturas, farmacéutica y
de alimentos, son las principales consumidores de insumos naturales. Por lo que
en los ultimos afos, la busqueda y obtencién de compuestos de origen vegetal,
y en particular de bioactivos, se encuentra en crecimiento constante.

Dichos compuestos de interés industrial suelen presentarse como una
mezcla multicomponente, ya sea en fase gaseosa, liquida o soélida, o también
como mezcla de estas. Y para extraer un componente de interés a partir de una
mezcla, se hace necesaria la aplicacién de los procesos de separacion.

Diversas técnicas de extraccion pueden ser utilizadas para obtener los
compuestos de interés, tales como la destilacion, adsorcion, cristalizacion,
extraccion liquido-liquido, soélido-liquido y prensado mecanico (Salazar, 2010).
De las técnicas mencionadas, la extraccién sélido-liquido es una de las mas
empleadas en la industria de procesos para la obtencion de compuestos de
origen vegetal.

La extraccion solido-liquido se aplica de diferentes maneras: la extraccion
con solventes organicos, la extraccion mecanica a alta presion con prensa de
tornillo (Baryeh, 2001), extraccion mecanica asistida de extraccion con solventes
organicos (Morillo et al., 2010), destilacién con arrastre de vapor, la extraccion
con solventes mediante la percolacién, la maceracién o técnicas de soxhlet
(Casas et al., 2008) y la extraccion con fluidos supercriticos (SFE por sus siglas
en inglés) (de Melo et al., 2014).

La extraccion con fluidos supercriticos es considerada un proceso verde,
debido a que utiliza solventes con bajo impacto ambiental (Sharif et al., 2014).
Ademas, provee extractos mas limpios y puros por lo cual es conveniente y
efectiva para aplicaciones en procesos quimicos, farmacéuticos, alimentarios, de
eliminacion de residuos y en la industria del petréleo (Velasco et al., 2007).

Por otra parte, esta técnica de extraccion ofrece caracteristicas atractivas

para la obtencion de componentes bioactivos en comparacion con otras técnicas
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de extraccion (da Silva et al., 2016). Mas de 300 especies vegetales y sus partes
se han estudiado usando la técnica de extraccion con fluido supercritico siendo
las frutas, hojas, semillas, cascaras y raices, las de mayor interés cientifico por
los componentes que pueden aportar a la industria (de Melo et al., 2014).

Los compuestos bioactivos de origen vegetal pueden tener aplicaciones o
ser utiles en la salud, debido a que muchas especies son atractivas por tener
propiedades medicinales (Wojdylo et al., 2007), y los compuestos fendlicos son
en la mayoria de los casos responsables de estas propiedades, ya que influyen
en diversos procesos metabdlicos diferentes (Porras-Loaiza and Lépez-Malo,
2009). La hoja de chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) 1.M. Johnst), es una
matriz vegetal con una gran diversidad de componentes bioactivos y dentro de
ellos van incluidos los flavonoides, que son un tipo de compuestos fendlicos.

En el presente trabajo, se realiz6 la obtencion de extractos de la hoja de
chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I. M. Johnst) mediante la extraccion con
CO2 supercritico a diferentes condiciones de presion y temperatura. Los
compuestos que se analizaron fueron los compuestos fendlicos. También se
realizé la obtencion de extractos utilizando la extraccion asistida por ultrasonido.

Esta tesis se integra por cuatro capitulos. En el primero de ellos, se
presenta una revision de la literatura del proceso de extraccion supercritica, de
la extraccién asistida por ultrasonido, asi como de la hoja de chaya y sus
componentes ya detectados. En el capitulo dos, se presenta la metodologia
seguida para la obtencién de los extractos y su caracterizacion mediante la
espectroscopia Uv-vis y también por la espectrofotometria de infrarrojo con
Transformada de Fourier (FT-IR). En el capitulo tres, se muestran los resultados
obtenidos y se realiza la discusion de los mismos. Por altimo, el capitulo cuatro
se establecen las conclusiones y las recomendaciones para trabajos futuros. En
los anexos se hace una descripcion de algunas de las técnicas de extraccion

utilizadas y se muestra evidencia fotogréfica.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1. Fundamentos tedricos
1.1.1. Métodos de extraccion de componentes

Existen varios métodos o técnicas de extraccibn para separar
componentes de materias sélidas, principalmente de origen vegetal. Estas
técnicas son utilizadas en diferentes industrias para la obtencion de componentes
gue utilizan en sus procesos. Los métodos de extraccion pueden ser mecanicos
o involucrar el uso de solventes, esto dependiendo el componente que se desea

extraer. A continuacién se describen algunas de estas técnicas.

1.1.1.1. Lixiviacion

Diferentes compuestos organicos e inorganicos se pueden encontrar
contenidos en la materia sélida. Para separar el soluto de interés o eliminar un
soluto indeseado de la fase sélida, ésta se pone en contacto con una fase liquida.
Ambas fases entran en contacto y el soluto o los solutos se difunden desde el
sélido hacia la fase liquida, lo que permite una separacion de los componentes a
partir del sélido que los contiene. Este proceso de separacién se llama lixiviacién
0 extraccion solido-liquido, al igual que muchas otras operaciones unitarias,
puede ser realizada por lotes o0 en continuo. Y es muy frecuente utilizarlo con
material vegetal seco (hojas, raices y tallos de plantas) (Harborne, 1980).

En la obtencién de aceites vegetales mediante la lixiviacion tradicional, se
utilizan disolventes organicos como hexano, acetona y éter. Dentro de los aceites
gue se extraen por esta técnica estan: el de girasol, de cacahuate, de soya, de
ricino, de palma africana, entre otros. Entre los inconvenientes que presenta esta
técnica se encuentran, extraccidn incompleta, es decir limitada, tiempos de
extraccion grandes, extractos con trazas de solventes y gran cantidad de solvente
requerido (Harborne, 1980; Kimbaris et al., 2006; Zhang et al., 2016).
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1.1.1.2. Destilacién por arrastre de vapor de agua

Los liquidos con alto punto de ebullicion no se pueden purificar por
destilacidon a presion atmosférica, porque los componentes de la mezcla liquida
podrian descomponerse a las temperaturas elevadas que se requieren. En la
mayoria de los casos, las sustancias con alto punto de ebullicion son casi
insolubles en agua; entonces, se logra una separacién a una temperatura mas
baja por medio de una destilacion simple con arrastre de vapor, éste método se
usa con bastante frecuencia para separar un componente de alto punto de
ebullicién de cantidades pequefias de impurezas no volatiles.

En la destilacibn por arrastre de vapor, mientras haya agua liquida
presente, el componente de alto punto de ebullicion se vaporizard a una
temperatura inferior a su punto de ebullicion normal sin usar vacio. Los vapores
de agua (A) y del componente (B) de alto punto de ebullicion se recuperan en un
condensador y las dos fases liquidas inmiscibles resultantes se separan
(Geankoplis, 1999).

La relacion entre moles de B destilado y moles de A destilado se presenta

en la Ecuacion 1:

ne_Pr 1
n, P, (1)

Donde na, ng, Pa 'y P son el numero de moles de A, el nimero de moles

de B, la presion parcial de Ay la presion parcial de B, respectivamente.

1.1.1.3. Extraccion asistida por ultrasonido

Las ondas de ultrasonido son aquellas que se encuentran por encima de
la frecuencia de sonido del oido humano, es decir aquellas ondas mayores a 20
kHz (Cruz-Cansino et al., 2016). Las ondas de sonido generan vibraciones

mecanicas en la superficie que las recibe. Debido a que estas ondas viajan a
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través de la materia, a diferencia de las ondas (de radio, rayos x, infrarrojo, entre
otras) que viajan en el vacio (Peralta-Jiménez and Cafizares-Macias, 2013),
generan vibraciones que pueden dafiar a las particulas por el efecto que causa
la cavitacion acustica, la cual genera el crecimiento y la implosion de
microburbujas existentes en la materia a tratar (Tiwari, 2015).

En el caso que la materia de estudio sea una matriz vegetal, las
implosiones afectan directamente la estructura celular ocasionando la fractura del
tejido vegetal y permitiendo la extraccibn de varios compuestos desde las
vacuolas (Cruz-Cansino et al., 2016; Kimbaris et al., 2006; Zhang et al., 2016).
Aungue de igual manera en esta parte de la célula vegetal se encuentran los
alcaloides, que posiblemente son extraidos también (Afoakwa, 2010).

Es importante mencionar que al existir la turbulencia provocada por las
implosiones, el liquido se va enriqueciendo con el soluto de interés debido a la
transferencia de masa que se genera (Zhang et al., 2016). Con la extraccion
ultrasénica se reduce el dafio térmico a la matriz de estudio, asi como el tiempo
de extraccion, ademas de que se consume poca energia y menor cantidad de
solventes, ademas tiene una alta eficiencia y reproducibilidad (Chemat et al.,
2017; Kimbaris et al., 2006; Zhang et al., 2016).

La extraccion ultrasonica es considerada una técnica amigable con el
ambiente y se puede considerar como una tecnologia verde. Principalmente, se
utiliza para la extraccién de compuestos bioactivos (Chemat et al., 2017; Tiwari,
2015). Y es muy frecuente encontrar los equipos de esta tecnologia como bafios
ultrasonicos, tal y como se muestra en la Figura 1.

Otro uso que tiene el bafo ultrasénico es para la limpieza de superficies
(materiales de laboratorio) dado que las ondas permiten el desprendimiento de
contaminantes de las superficies, y es una técnica de limpieza muy barata

(Peralta-Jiménez and Cafiizares-Macias, 2013).
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Figura 1. Sistemas de bafios ultrasonicos, a) emision de onda vertical, b)
emision de onda horizontal (Tiwari, 2015).

1.1.1.4. Extraccion con fluidos supercriticos

La extraccidon supercritica es una operacion unitaria de transferencia de
masa que se efectlia por encima del punto critico del solvente (Velasco et al.,
2007). Este tipo de extraccion ofrece un sinnUmero de ventajas sobre otras
técnicas de extraccion debido a las diferentes propiedades fisicoquimicas que
ofrece el fluido supercritico, tales como, la baja viscosidad, asi como una
difusividad alta. Una de las principales caracteristicas de la extraccién
supercritica, es el control sobre la densidad del solvente al variar su presioén o
temperatura (da Silva et al., 2016). La extraccién supercritica es utilizada en la
extraccion de componentes de matrices vegetales donde se obtuvieron
redimientos altos (Casas et al., 2008).

Los fluidos supercriticos penetran con mayor facilidad en los soélidos

porosos Y los solutos pueden ser recuperados con soélo variar la temperatura o la
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presion del solvente. Esta técnica también ofrece un tiempo de extraccidon menor
y extractos con mayor pureza (Herzi et al., 2013). Se considera una técnica de
extraccion con bajo impacto ambiental (Sharif et al., 2014).

Por otra parte, el CO2 es el solvente supercritico mas utilizado porque es
no toxico, ambientalmente aceptable, quimicamente estable y de facil remocién
por descompresion (Costa et al., 2012; da Silva et al., 2016). Ademas el CO:2
tiene afinidad sobre extractos no polares y para poder disolver compuestos
polares se requiere de pequefias cantidades de cosolventes (solventes polares:
metanol, etanol, agua, etc.) (de Melo et al., 2014). Las condiciones de operacién
para llevar a efecto la separacion depende del extracto que se requiera obtener
(Reverchon and De Marco, 2006).

Para el caso de la extraccibn de aceites esenciales provenientes de
matrices vegetales, la extraccidén supercritica es el referente principal, ya que es
un proceso de extraccion con el cuél se obtienen componentes con una gran
pureza y libre de solventes, lo que otorga una mayor calidad del producto
obtenido (Palafox et al., 2012; Rocha-Uribe et al., 2011).

1.1.1.4.1. Comportamiento fisico del CO2

El solvente mas utilizado para realizar la extracciébn supercritica, y en
especial cuando las materias primas son alimentos, es el diéxido de carbono
(Casas et al., 2008).Tiene un punto critico de 31.06 °C y 73.8 bar (1070 Ib/in?).
En la Figura 2, se muestra el diagrama de fases del CO2 puro y se indica la regién
supercritica (Casas et al., 2008; da Silva et al., 2016).

Se puede observar que en la region supercritica no hay distincién entre el
liquido y el gas, ni tampoco existe fase de transicion de uno a otro; los fluidos
supercriticos actuan como un gas muy denso o un liquido movil y ligero. La
solubilidad y selectividad en un fluido supercritico son funciones dependientes de
la temperatura y la presion, principalmente (da Silva et al., 2016; Herzi et al.,
2013). Y esto se debe a que las solubilidades son mas altas por encima del punto
critico (de Melo et al., 2014).
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Figura 2. Diagrama de fases de las sustancias puras como el CO2, Pcy Tc
corresponden a la presion y temperatura critica, respectivamente (Herrero et al.,
2006).

El proceso de solubilizacién de la matriz vegetal consiste en que la muestra
absorbe el CO2 supercritico, lo que genera un aumento de volumen de la célula
vegetal, provocando una dilatacion de los canales intracelulares, por lo que los
solutos se difunden en el fluido supercritico y salen del interior de la célula
solubilizados en el fluido y después mediante la descompresion se obtienen los
extractos con los compuestos bioactivos de interés (da Silva et al., 2016; Zhao
and Zhang, 2013).

1.1.2. Hoja de chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) .M. Johnst)
La chaya es un arbusto que pertenece al género Cnidoscolus de la
subfamilia de Euphorbiaceae, la variedad aconitifolius (Cnidoscolus aconitifolius

(Mill.) 1.M. Johnst) se muestra en la Figura 3, es la mas domesticada y conocida

17



en la regién de Chiapas, Tabasco y Veracruz, como se muestra en la Figura 4, al
igual que en paises de Centroamérica como Belice y Guatemala. Los nombres
comunes, con los que se le conocen en varios lugares, son hoja estrella,

chayapica y chaya (Ross-lbarra and Molina-Cruz, 2002).

Figura 3. Hoja de chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I.M. Johnst).

En el estado de Tabasco, ubicado en la regiéon sureste de México, se
favorece el crecimiento de la chaya debido a la alta humedad que prevalece.
Ademas, en esta regién se consume en una amplia gama de platillos tipicos, y
también se utiliza para curar diversas enfermedades de manera empirica tales
como la gripe, hipertension, dolores renales, diabetes entre otras.

Estas aplicaciones se deben a que posee propiedades medicinales
derivado de los componentes bioactivos que se encuentran como parte de su
estructura (Jiménez-Arellanes et al.,, 2014). Se considera que la salud de las

personas requiere de antioxidantes y minerales para su buen funcionamiento, se
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recomienda el consumo de vegetales de hojas verdes (Jiménez-Aguilar and
Grusak, 2015).

Figura 4. Distribucién geogréfica de la hoja de chaya (Ross-Ibarra and Molina-
Cruz, 2002).

Las técnicas de extraccion soxhlet y concentrado metandlico son utilizadas
ampliamente para obtener extractos a partir de la hoja de chaya, obteniendo un
sinnumero de componentes bioactivos, tales como minerales (Shittu et al., 2014),
fenoles (Garcia-Rodriguez et al., 2014) y proteinas (Ross-lbarra and Molina-

Cruz, 2002), por mencionar algunos.

1.1.2.1. Taxonomia y nomenclatura

De acuerdo a la base de datos de Integrated Taxonomic Information
System (ITIS, 2017), la taxonomia de la chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.)
[.M. Jhonst) se menciona a continuacion.

Nombre cientifico: Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I.M. Jhonst

Reino: Plantae

Sub-reino: Viridiplantae
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Infrareino: Streptophyta (Plantas terrestres)
Superdivision: Embryophyta

Division: Tracheophyta (Plantas vasculares)
Subdivision: Spermatophytina (Plantas con semillas)
Clase: Magnoliopsida

Super orden: Rosanae

Orden: Malpighiales

Familia: Euphorbiaceae

Género: Cnidoscolus

Especie: Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) I.M. Johnst

Nombre comun: Chaya

1.1.2.2. Composiciéon de la hoja de chaya
Las Tablas 1, 2 y 3 muestran la composicion proximal, el andlisis mineral
y el analisis fitoquimico, respectivamente, que se ha realizado a la hoja de chaya

en diferentes estudios.

Tabla 1. Composicion proximal de la chaya (Shittu et al., 2014).

Componente %
Humedad 2.86 £ 0.02
Cenizas 14.22 £ 0.02
Fibra cruda 16.37 £ 0.16
Grasa cruda 7.39+0.19

Proteinas cruda 14.7 + 0.03
Carbohidratos 44.31 +£0.16

Tabla 2. Principales minerales contenidos en la hoja de chaya (Jiménez-Aguilar
and Grusak, 2015).

Minerales ug g de hoja fresca
Boro 456+1.32mgg?
Hierro 23.66 £ 12.79
Manganeso 12.37 + 2.64
Sodio 24.64 = 14.65
Zinc 491 +£0.61
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Tabla 3. Componentes fitoquimicos presentes en la hoja de chaya (Fagbohun et

al., 2012).
Componentes Resultados
Alcaloides +
Taninos +
Saponinas +
Esteroides -
Flobataninos -
Flavonoides +

+ = indica presencia del componente
- = indica ausencia del componente

En la Tabla 4, se muestran otros compuestos que se obtuvieron utilizando

técnicas convencionales como soxhlet o remojo simple.

Tabla 4. Contenido de componentes bioactivos de la hoja de Cnidoscolus
(aconitifolius y chayamansa).

Componentes extraidos a la hoja de chaya

e Taninos, saponinas, alcaloides y flavonoides (Oyagbemi et al., 2011).

e Fitatos, fobataninas y esteroides (Shittu et al., 2014).

e Fibra, proteinas, acido ascérbico y B-caroteno (Kuti and Kuti, 1999; Quezada,
2007).

e Sodio, potasio, calcio, magnesio, zinc, hierro y cobre (Fagbohun et al., 2012).

e Boro, Cobalto, Manganeso, Niquel (Jiménez-Aguilar and Grusak, 2015).

e Tiamina, niacina, riboflavina, vitamina A y C, minerales (calcio, fierro, fosforo,
potasio, magnesio, sodio, manganeso, zinc y cobre); ademas, flavonoides
como amentoflavona (diapigenina), astragalina (kaempferol-3-O-glucdsido),
kaempferol-3-O-rutinésido, dihidromirecetina y glucésidos cianogénicos
(Jiménez-Arellanes et al., 2014).

e Fenoles totales y flavonoides expresados en equivalentes de acido galico y
catequina (Loarca-Piia et al., 2010).

e Proteina, de grasa, de fibra cruda y HCN (Spell and Bressani, 2011).

e Esteroles, cumarina, flavonoides (Garcia-Rodriguez et al., 2014).
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Las tablas presentadas muestran la gran cantidad de componentes
bioactivos que posee la hoja de chaya, por lo que se hace una planta

completamente atractiva para explorar con las mencionadas técnicas verdes.

1.1.3. Compuestos fendlicos

Las plantas poseen un sinnumero de compuestos quimicos que forman
parte de su estructura, y entre estos compuestos se puede encontrar a los
fenoles, los cuales existen en infinidad de estructuras y todas coinciden en algo,
un grupo fenol con por lo menos un grupo hidroxilo dentro de su estructura
(Robbins, 2003). Ademas de que estos tipos de compuestos ayudan a las plantas
a protegerse de los rayos UV y son muy buenos como antioxidantes (Soobrattee
et al., 2005).

Los compuestos fendlicos se pueden clasificar en 2 grupos principales:
flavonoides y &cidos fendlicos (Porras-Loaiza and Lépez-Malo, 2009), tal como

se muestra en la Figura 5.

Compuestos
fendlicos
Flavonoides Acidos fendlicos
Flavonoles
; Flavanoles
Quercetina, . Flavanones
Catequina
kaempferol
Acidos Acidos
hidroxibenzoicos hidroxicinamicos
Antocianidinas Galico Ferulico

Isoflavonoides L
Bixina

Figura 5. Compuestos fendlicos mas representativos, adaptado de (Ratnam et
al., 2006).

22



1.1.3.1. Flavonoides

Los flavonoides son componentes bioactivos que se encuentran en
matrices vegetales, también son conocidos como fitonutrientes y son una clase
de polifenoles de bajo peso molecular (Perea, 2013). De manera caracteristica
poseen estructuras Ce-C3-Cs, €S decir 2 0 mas anillos aromaticos y ademas
presentan un grupo hidroxilo aromatico y se unen mediante un puente de carbono
(Porras-Loaiza and Lépez-Malo, 2009). En la Figura 6, se muestra la estructura

general de los flavonoides.

Figura 6. Estructura quimica de los flavonoides.

Mientras que en la Figura 7 se muestran unos de los flavonoides mas
conocidos, y que se pueden encontrar en diversas matrices vegetales, la
guercetina (a) y el kaempferol (b). En la mayoria de los casos los flavonoides son
extraidos con metanol, etanol o agua y en ocasiones deben utilizarse soluciones
acidas (Naczk and Shahidi, 2004).
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Figura 7. Estructura de la quercetina (a) y el kaempferol (b).

Debido a que existe una gran variedad de flavonoides, estos se clasifican
de acuerdo a la sustitucion del radical que se les realiza. En Tabla 5, se muestra
una clasificacion de ellos.

Tabla 5. Clasificacion de flavonoides adaptado de (Naczk and Shahidi, 2004).

Tipo de Ejemplo Radical sustituido
flavonoide
Flavona Apigenina 5,7,4 -OH
Flavonona Taxilofina 3,5,7,3,4 -0OH
Flavonol Kaempferol 3,5,7,4 -0OH
Quercetina 3,5,7,3,4-0OH

Flavononol Genistina 5, 4’-OH; 7-Glucosa
Isoflavona Genisteina 5,7,4 -OH
Flavanol Catequina 3,5,7,3,4 -0OH
Antocianidina Epigenidina 5,7,4 -OH

Es importante mencionar que los flavonoides son agentes con actividad
antioxidante, ademas de que se les atribuye efectos terapeduticos, tales como,
actividades antiinflamatorias, hepatoprotectores y antimicrobial (Gutiérrez et al.,
2008).

24



Estas cualidades son presentadas por C. chayamansa, que es una planta
de la misma familia de C. aconitifolius, y que es ampliamente utilizada en nuestro
pais (Garcia-Rodriguez et al., 2014), ademas también se reporta el efecto de
reduccion de la glucosa, colesterol y triacilglicéridos evaluados en ratas wistar

(Figueroa-Valverde et al., 2009), en esta misma especie.

1.1.3.2. Acidos fendlicos

Los acidos fendlicos se encuentran ampliamente distribuidos en las
plantas, entre los principales se encuentran el acido galico, vanilico y p-
hidroxibenzoico (Porras-Loaiza and Lopez-Malo, 2009). En la Tabla 6, se
muestran los radicales que deben sustituirse para llegar a algunos de estos

acidos.

Tabla 6. Acidos Fenolicos, adaptado de (Naczk and Shahidi, 2004).

Estructura base del

Nombre del acido Nombre quimico R:1 R2 R3 _

acido
p-Hidroxibenzoico  4-Hidroxibenzoico H OH H R
Protacatequico 3,4-Dihidroxibenzoico OH OH H R, O coon
Vanilico 4-Hidroxi-3-metoxibenzoico OCHs; OH H
Galico 3,4,5-Trihidroxibenzoico OH OH OH "
p-cumarico 4-Hidroxicinamico H OH H Re
Cafeico 3,4-Hidroxicinamico OH OH H Re O N
Ferulico 4-Hidroxi-3-metoxicinamico OCHsz OH H A coon

La tabla anterior ayuda a identificar de manera adecuada el tipo de
acido fendlico que se este utilizando al presentarse en ella los radicales y la
posicion que se sustituyen en la molécula del acido. Mostrando de mejor manera

su clasificaciéon, asi como el nombre quimico que corresponde a cada caso.
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CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1. Matriz vegetal
2.1.1. Recoleccion de muestras

Las hojas de chaya se recolectaron en campo de cultivo sin control en los
municipios de Teapa y Tacotalpa, Tabasco, al Sureste de México, siguiendo el
procedimiento descrito por (Lot and Chiang-Cabrera, 1986). El cual consiste en
localizar plantas que se encuentren floreciendo para realizar el corte de una rama
gue incluya hojas y flor como se muestra en la Figura 8. La muestra utilizada se
coloco en papel periddico a manera de libro y se prenso con carton para llevarla
al herbario, tres muestras fueron recolectadas de la misma forma para su
correspondiente validacion. El mapa de los municipios en donde se realizé la

recoleccion se puede ver en la Figura 9.

Figura 8. Hoja de chaya con flor recolectada para validacion de muestra.
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Figura 9. Ubicacion de Teapa y Tacotalpa en el Estado de Tabasco, fuente
Google Maps® 2017.

2.1.2. Validaciéon del material vegetal

La validacion se realiz6 en el Herbario de la Divisibn Académica de
Ciencias Biolégicas de la Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco, obteniendo
como especie validada hojas de chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) .M.
Johnst), las cuales fueron ingresadas a la base de datos del Herbario con
nameros de folio 35137 y 35138. La validacion se realiz6é porque ayuda a asignar
de manera adecuada las propiedades estudiadas a una especie determinada, en

este caso a la Cnidoscolus aconitifolius.

2.2. Determinacion de humedad
2.2.1. En base humeda

Las hojas de chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) .M. Johnst) fueron
lavadas con abundante agua, escurridas y secadas con ayuda de papel
absorbente para alimentos, después de esto se colocaron en una cama de

secado de acero inoxidable grado alimenticio, como se muestra en la Figura 10,
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midiendo el peso de la muestra antes y después del tiempo de secado (8 h en
total), el secado se realizd a una temperatura ambiental promedio de 33 °C.

Figura 10. Cama de secado al sol con hoja de chaya.

Los resultados son expresados en porcentaje de humedad (%H) contenida

en las muestras y se determinaron utilizando la Ecuacion 2:

H :PM—PMDSX

100 )

Donde:
H = % Humedad
PM = Peso de la muestra antes del secado en g

PMDS = Peso de la muestra después del secado en g
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2.2.2. En base seca

Se utilizaron las muestras obtenidas del secado en base humeda, las
cuales se molieron con ayuda de un molino comercial marca KRUPS® hasta
obtener un tamanfo de particula de 0.297 mm para obtener un polvo como el que
se muestra en la Figura 11.

Se pesaron muestras uniformes de 2 g de polvo y se colocaron en taras
de aluminio grado alimenticio, las cuales se encontraban a peso constante para
luego ser ingresadas a una estufa de laboratorio a una temperatura de 105 °C
durante 24 h. Se midio el peso de la tara sin muestra, después con muestra antes
y después del tiempo de secado, se utilizé la ayuda de un desecador en el manejo
de las taras, con el fin de evitar ganancia de humedad en las muestras. La técnica

usada para la determinacion de la humedad fue la de gravimetria a 24 h.

Figura 11. Hoja de chaya molida para determinar humedad en base seca.

Los resultados son expresados en porcentaje de humedad (%H) contenida

en las muestras y se determinaron utilizando Ecuacion 3:
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.y _ (PTM — PTMDS)
PTM —PT

%100 (3)

Donde:

H = % Humedad

PTM = Peso de la tara con muestra antes del secado en g
PTMDS = Peso de la tara con muestra después del secado en g

PT = Peso de la tara (a peso constante) sin muestra en g

2.3. Preparacion de la curva de calibracion de acido gdlico, para la
determinacion de fenoles totales, con etanol al 70% y agua destilada

Se prepar6 una solucién de acido galico (CeH2(OH)3sCOOH) en etanol
(C2Hs0H) al 70%, de ahora en adelante denominado solvente 1 y otra en agua
(solvente 2) con una concentracién cada una de 1 mg mlt. Estas soluciones se
consideraron como soluciébn madre, respectivamente. A partir de la solucion

madre se prepararon soluciones diluidas como se indica en Tabla 7.

Tabla 7. Concentraciones diluidas de las soluciones madres.

Matraz Concentracion de
(muestra) &cido gélico (mg ml?)
1(B) 0
2 0.04
3 0.08
4 0.12
5 0.16
6 0.2

Posteriormente las muestras diluidas se sometieron al método de Folin-
Ciocalteu para obtener la cuantificacion de compuestos fenolicos totales

presentes en ellas.
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2.4. Cuantificacion de compuestos fendlicos totales mediante el uso de la
espectrofotometria Uv-vis a través del método de Folin-Ciocalteu

Todas las muestras después de su respectivo proceso de extraccion
fueron filtradas utilizando papel filtro Whatman #4. Posteriormente, con los
extractos se prepararon diluciones a una concentracion de 2.5 mg ml%, de las
soluciones diluidas se tomaron alicuotas de 200 pl y a cada muestra se le afiadid
1.5 ml de reactivo Folin-Ciocalteu y se dejaron reposar por 5 min. Pasado el
tiempo de reposo, se le afiadid a cada muestra 1.5 ml de carbonato de sodio
(Na2COs) al 10 % (m/v) y se dejaron reposar por 90 min, como se muestra en la
Figura 12.

De inmediato las muestras fueron centrifugadas a 10 000 rpm a 25 °C
durante 10 min (Centrifuga Marca HERMLE Labortechnik GmbH Z326K). Por
ualtimo, se leyo la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 725 nm
(Othman et al., 2007) en un espectrofotbmetro UV-vis (Marca Thermo
SCIENTIFIC Modelo GENESYS IOS). De acuerdo a Othman (2007) en ese rango

del espectro medio, son detectables los compuestos fendlicos totales.

o
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Figura 12. Muestras en reposo (método de Folin-Ciocalteu).
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2.5. Extraccién ultrasénica
2.5.1. Cinética de extraccion ultrasénica utilizando los solventes 1y 2

Se pesaron muestras de 1 g de hoja seca de chaya (Cnidoscolus
aconitifolius (Mill.) I.M. Johnst) y se colocaron en tubos de ensayo a los cuales
se les afiadio 40 ml del solvente 1 o 2, obteniendo asi una concentracion de 25
mg ml%, los tubos fueron etiquetados con leyendas (1 h,2h,3h,4h,5hy6h)
gue corresponde a los tiempos de extraccion y fueron insertados a un equipo de
bafio ultrasénico EIma S40H Elmasonic (Figura 13, en el anexo B se muestra una
guia rapida de operacién) a una temperatura de 65 °C y a una frecuencia
constante de 40-50 Hz. Al cumplirse el tiempo de extraccion los tubos con las
muestras se sacaron del bafio ultrasonico. Se cuantificaron los compuestos

fendlicos totales, mediante espectrofotometria Uv-vis.

Figura 13. Equipo de ultrasonido con muestras de la cinética de extraccion.

2.5.2. Disefio de experimentos para la extracciéon ultrasdnica
El modelo del disefio se encuentra representado por el modelo de segundo
orden, que se presenta en la Ecuacion 4:
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K k k k
Yi“=ﬂo+2ﬂixu+Zﬂnxi2+zzﬂuxixi+g (4)
i=1 i=1

i=1< j=1

Donde Y* es la variable de respuesta, concentracion de fenoles totales
(CFT) mg EAG g}, Bo es el coeficiente constante, Bi es el coeficiente lineal, Bj es
el coeficiente de interaccion y Gi es el coeficiente cuadratico y € es el error
aleatorio (Del Angel et al., 2015; Montgomery, 2004).

En la propuesta de experimentacion se tuvieron 2 factores con 2 niveles
cada uno, 5 puntos centrales y 4 puntos axiales, con lo cual se generé un disefio
con 13 corridas experimentales. El disefio propuesto se aplic6é al medio de
extraccion con los solventes 1y 2, respectivamente.

La Tabla 8 indica las variables que se contemplaron para realizar la
extraccion ultrasonica, asi como los niveles en sus valores altos y bajos y sus

puntos centrales y la codificacion de ellas.

Tabla 8. Variables del proceso de extraccion ultrasonica.

Variables independientes Simbolo Cédigo
SN codificado -1 0 1
codificar
Temperatura de extraccion (K) T X1 303 318 333
Tiempo de extraccién (min) t X2 30 60 90

La Tabla 9 muestra el disefio central compuesto que se obtuvo, con el
cual se trabajaron las variables en la extraccion ultrasonica, en donde la variable
de respuesta medida fue la concentracion de compuestos fendlicos totales.
Ademas en esta misma tabla se presentan los arreglos de las variables para

realizar las extracciones.
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Tabla 9. Disefio central compuesto para la extraccién ultrasénica.

Xi: Xa:
Cddigo Temperatura Tiempo
(K) (min)
-1 -1 303 30
-1 1 303 90
1 -1 333 30
1 1 333 90
-1.414 0 297 60
1.414 0 339 60
0 -1.414 318 18
0 1.414 318 102
0 0 318 60
0 0 318 60
0 0 318 60
0 0 318 60
0 0 318 60

2.5.3. Extraccion ultrasénica en base seca en solventes 1y 2

Se pesaron muestras de 1 g de hoja de chaya seca y molida (tamafio de
particula de 0.297 mm) y se colocaron en tubos de ensayo de plastico de 50 ml,
a los cuales se les afadi6 40 ml de solvente 1 o 2, obteniendo asi una
concentracion de 25 mg ml?, los tubos fueron insertados a un equipo de bafio
ultrasénico (EIma S40H Elmasonic). Las variables a controlar fueron temperatura
y tiempo de extraccion, la frecuencia se mantuvo constante en un rango de 40-
50 Hz, al cumplirse el tiempo de extraccion las muestras fueron sacadas. El
procedimiento de Folin-Ciocalteu fue realizado, para la cuantificacion de los

compuestos fendlicos.

2.5.4. Extraccion ultrasénica en base humeda en solventes 1y 2

Muestras de 1 g de hoja de chaya fresca (tamafio de 0.5 cm aprox.) fueron
colocadas en tubos de ensayo de plastico de 50 ml, a los cuales se les afiadi6 40
ml del solvente requerido (solvente 1 o 2), obteniendo asi una concentracion de

25 mg mlt. Seguidamente las muestras se introdujeron al bafio ultrasénico, y se

34



manipularon la temperatura y el tiempo de extraccion, manteniendo la frecuencia
constante.

Una vez concluida la extraccion, las muestras fueron retiradas del bafio
ultrasénico y se realizé el procedimiento de cuantificacion de los compuestos

fendlicos totales, a través de la espectrofotometria Uv-vis.

2.6. Extraccién supercritica
2.6.1. Equipo de extraccion supercritica SFT-150

Para realizar la extraccion supercritica se utiliz6 el equipo SFT-150
(System of Supercritical Fluid Technologies, Inc.), que se muestra en la Figura

14, con las caracteristicas que se mencionan a continuacion:

Figura 14. Equipo de extraccion supercritica SFT-150.

* Rango de temperatura: ambiente hasta 200 °C

* Presion méaxima de operacion: 68.9 MPa
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* Flujo de CO2: 330 ml/min

+ Tanques para muestras: 100 y 1000 ml

» Aire seco: regulado a 760 kPa

* Suministro de gas: cilindro de CO2 liquido con tubo dip

* Modulo de adicional: médulo de co-solvente

El aire seco es alimentado, al equipo de extraccion supercritica a traves

de un compresor equipado con sistema de calentamiento de aire, con lo cual se
asegura que el aire suministrado se encuentre seco. En el anexo A se encuentra

una guia de uso rapido del equipo.

2.6.1. Disefio de experimentos para la extraccién con fluido supercritico

Para realizar la extraccion supercritica se utilizé un disefio factorial central
compuesto del tipo 22, con 2 factores y 2 niveles cada uno, 5 puntos centrales y
4 puntos axiales, con lo cual se genero un disefio con 13 corridas experimentales
(Kuehl, 2001).

El modelo del disefio se encuentra representado de manera adecuadas
por el modelo de segundo orden, en la Ecuacion 5:

K k Kok
Yiszﬂo+2ﬂixl+Zﬂiixi2+22ﬂijxixj+g (5)
i-1 =

i=l< j=1

Donde Y corresponde a la variable de respuesta, CFT en mg EAG g1,y
Bo, Bi, Bi y Bi son los coeficientes constantes, lineales, de interaccion y
cuadraticos, respectivamente, y i es el error aleatorio (Del Angel et al., 2015).

Las variables que fueron contempladas durante la extraccion supercritica
se muestran en la Tabla 10, en donde ademas se muestran las condiciones de
operacion manipuladas durante el proceso de extraccion y los rangos de dichas

variables, ademas de que se presenta la codificaciébn empleada. Mientras que el
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disefio utilizado es mostrado en la Tabla 11, que se obtuvo con el software
STATGRAPHICS Centurion XV.I®, y en el cual se analiz6 el disefio propuesto y
en donde las variables de respuesta seran el rendimiento de extraccion y la

concentracion de compuestos fendlicos.

Tabla 10. Variables del proceso de extraccion supercritica.

Variables independientes Simbolo Cddigo
SN codificado -1 0 1
codificar
Temperatura de extraccion (K) T X1 303 318 333
Presioén (psi) P X2 2000 4000 6000

Tabla 11. Disefio central compuesto para la extraccion supercritica.

Cédigo Temperatura Presién
(K) (psi)

1 1 333.00 6000.00

-1.414 0 296.79 4000.00

1 -1 333.00 2000.00

0 0 318.00 4000.00

0 0 318.00 4000.00

0 1.414 318.00 6828.43

0 -1.414 318.00 1171.57

0 0 318.00 4000.00

-1 -1 303.00 2000.00

-1 1 303.00 6000.00

0 0 318.00 4000.00

0 0 318.00 4000.00

1.414 0 339.21 4000.00

2.6.2. Extraccion supercritica en base seca

Se pesaron muestras de 10 g de hoja de chaya seca y se introdujeron en
el cartucho porta-muestras, previo a esto el equipo de extraccién supercritica
(SFT-150 System of Supercritical Fluid Technologies, Inc.) se encendié 30 min

antes de introducir la muestra con el objetivo de lograr la estabilizacion interna
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del equipo y con esto asegurar que el CO2 que ingresa al equipo se encuentra en
estado liquido.

Una vez estabilizado el equipo la muestra se colocé en el recipiente de
acero inoxidable con una capacidad de 100 ml, el cual funge como camara de
extraccion y todas las conexiones fueron cerradas debidamente. En este punto
el frasco recolector de extracto con tapa septa se peso y coloco en el lugar de
recoleccion de extracto del equipo realizando las conexiones pertinentes para
disipar el CO2 a la atmosfera, no sin antes medir el flujo del solvente de extraccion
(CO2) con un rotdmetro. El diagrama del equipo de extraccion supercritica se

muestran en la Figura 15.

C

E

—~\
T (&
X

(FP@% DX

Figura 15. Diagrama del equipo de extraccién supercritica: (T1) Tanque de COz,
(C) compresor de aire, (B) bomba de diafragma, (E) enfriador, (CE) camara de
extraccién, (T2) recipiente separador y recolector de extracto.

Pasados los 30 min de espera para que el equipo opere adecuadamente
(recomendacion del fabricante), se inicio la apertura de las valvulas de CO:2 y de
aire seco (proveniente de un compresor equipado con secador) y se inicio la
apertura de las valvulas respectivas del equipo de extraccién, programando la
temperatura en el panel de control y controlando la presion de forma manual,
hasta llegar a las condiciones de operacion establecidas por el disefio de

experimentos.
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Una vez establecidas las condiciones de operacion se llevo a efecto un
tiempo de remojo, que consiste en extraccion de 20 min de la materia prima en
modo estatico, que permite que la extraccion inicie desde ese momento y por
tanto el COz que se encuentre en la camara de extraccion se vaya enriqueciendo
con el extracto.

Pasado este tiempo se inicia la extraccién dindmica durante un tiempo de
20 min, posterior a este tiempo se cierran las valvulas de alimentacion tanto de
CO2 como del aire seco y se dejan abiertas las valvulas de salida del extracto
para realizar el despresurizado del sistema y tener una recuperacién completa
del extracto. Para finalizar, una vez despresurizado el equipo se procede a pesar
el frasco con el extracto y determinar el rendimiento de extraccion mediante la

Ecuacion 6:

extracto
= <100 (6)
muestra
En donde:
y = rendimiento de extraccién en %
extracto= cantidad de extracto obtenido en mg

muestra= cantidad muestra inicial en mg

El extracto se retird del frasco recolector con la ayuda de un bafio con agua
a temperatura aproximada de 50 °C y uso del solvente 1 o 2, segun
correspondiera (25 mg mlt), la muestra se guardé en tubos de ensayo protegidos
de la luz y en refrigeracion a 4 °C hasta su analisis.

Para realizar la cuantificacibn por espectrofotometria Uv-vis, a las
muestras se les realiz6 el procedimiento descrito anteriormente en la seccion de

cuantificacion de compuestos fendlicos totales.
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2.7. Anédlisis por espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
(FT-IR)

Las muestras de los extractos con los solventes 1y 2, que se obtuvieron
tanto en extraccion ultrasonica como supercritica, se caracterizaron
estructuralmente mediante espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR), con el objetivo de determinar los grupos funcionales presentes
en las muestras y observar si existe la presencia del flavonoide quercetina.

Cada muestra se mezclé con bromuro de potasio (KBr) (Sigma Aldrich
grado FT-IR) para la preparacion de una pastilla. Posteriormente, se analizaron
en un espectrometro FT-IR de la marca Shimadzu, modelo IRAFfinity-1 (Figura
16), en un rango de numero de onda de 400-4000 cm?, a una resolucién de 2

cm !y 40 escaneos. Los datos fueron procesados en el Software IRsolution™,

Figura 16. Espectrémetro FT-IR Shimadzu Modelo IRAFfinity-1.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacion de humedad
3.1.1. Base humeda

La determinacion de humedad de los alimentos, en este caso la hoja de
chaya, de acuerdo a la (Secretaria de Salud, 1995), es importante realizarlo para
conocer la cantidad de humedad presente en la matriz de estudio y la informacion
obtenida se utiliza como referente para evitar el crecimiento de microorganismos
gue deterioren la muestra y por tanto no posea la calidad sanitaria debida. La
hoja de chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) 1.M. Johnst) en base humeda
presentd una humedad promedio del 74.47 % tal y como se muestra en la Tabla
12.

Tabla 12. Tabla de humedad en base himeda.

Muestra Peso fresco Pesoseco % Peso % % Promedio de
(@) (9) seco Humedad Humedad
1 79.15 18.01 22.75 77.25
2 89.4 21.53 24.08 75.92 74.47
3 96.5 28.7 29.74 70.26

Las humedades obtenidas son similares a los obtenidos por Spell and
Bressani (2011), quien obtuvo 76.36 % en promedio, y Jiménez-Aguilar and
Grusak (2015) reportaron 89.60 % de humedad al aplicar la técnica de

gravimetria secando a 70 °C durante 3 dias, para la misma especie.

3.1.2. Base seca

La Tabla 13 muestra los datos obtenidos sobre el porcentaje de humedad
de la chaya, los cuales son similares a los obtenidos por Fagbohun (2012), quien
obtuvo 5.35%, y Shittu (2014), quien report6 humedades de 2.86 + 0.02 % al
aplicar la técnica de gravimetria a peso constante, para la misma especie C.

aconitifolius.
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Tabla 13. Determinacién de humedad en base seca mediante técnica
gravimétrica a la hoja de C. aconitifolius.

Pesodela Pesodela Pesodela % %
Muestra Cédigo  tara antes tara con tara Humedad Promedio
detara del secado muestra después del en cada de
(9) (9) secado (g) muestra Humedad
1 MU 3.5364 5.5364 5.4607 3.785
2 MF 3.4843 5.4843 5.4155 3.44 3.61
3 SG 3.4561 5.4561 5.384 3.605

Al comparar los resultados obtenidos de humedad de nuestra matriz
vegetal de estudio con otras hojas estudiadas, como por ejemplo la hoja de
aguacate (Persea americana), la humedad obtenida fue el equivalente a 5.33 %
obtenido por Arukwe (2012) valor que observamos esta ligeramente encima del
obtenido en nuestra matriz vegetal en base seca.

En tanto Khan (2013) determiné la humedad de la hoja de repollo (Brassica
oleraceae var. Capitata) en 88.48%, para la hoja de espinaca (Spinacia
oleraceae) obtuvo 90.21 % y para la hoja de cilantro (Coriandrum sativum) obtuvo
83.58%, valores que obtuvo en base himeda, lo que nos indica que la hoja de
chaya tiene un contenido de humedad menor que estas especies reportadas.
Cuando Khan (2013) hizo el analisis en base seca obtuvo 24 %, 14.51 %y 10.49
% respectivamente, observando que al compararlo con el 3.61% que se obtuvo
de la hoja de chaya indica que la muestra contiene menor cantidad de agua en
forma de humedad en las muestras.

Por otra parte Ooi (2012) reporta otra planta de uso medicinal, la hoja de
corazén de hombre (Peperomia pellucida) con una humedad en base fresca de
93.14 % y en base seca del 8.33 %, en base fresca casi un 20 % mayor a la
obtenida en la hoja de chaya y en base seca mas del doble.

Después de comparar los resultados obtenidos con datos de la misma
especie y con datos de otros tipos de hojas vegetales, la humedad presente en
la hoja de chaya es mas baja comparada con las demas. De acuerdo a Kavitha

(2013), mientras menor sea la humedad en la matriz de estudio se disminuye la
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accion bacteriana que puede surgir y destruir la hoja. Ademas de permitir realizar

la extraccion posteriormente con mayor eficiencia, debido a que el agua presente

en forma de humedad, no interfiere en los resultados.

3.2. Curva de calibracién de acido galico para la determinacién de fenoles

totales.

En las Tablas 14 y 15 se muestran los resultados de las absorbancias

obtenidas a 725 nm y el promedio de ellas, utilizando el solvente 1 y 2,

respectivamente, con las cuales se construyen las curvas de calibracion por cada

solvente utilizado, solvente 1 (Figura 17) y solvente 2 (Figura 18).

Tabla 14. Tabla de absorbancias de la curva de calibracion con el solvente 1.

Muestra Concentracion Absorbancia Absorbancia Absorbancia Promedio
(mg mi?) (1) (2) (3)
1(B) 0 0 0 0 0.000
2 0.04 0.002 0.094 0.083 0.060
3 0.08 0.004 0.28 0.25 0.178
4 0.12 0.007 0.538 0.528 0.358
5 0.16 0.009 0.754 0.869 0.544
6 0.2 0.016 1.073 1.134 0.741

Tabla 15. Tabla de absorbancia de la curva de calibracién con el solvente 2.

Concentracion

Absorbancia

Absorbancia Absorbancia

Absorbancia

Absorbancia

Muestra (mg ml-) ) 2) 3) ) Promedio
1(B) 0 0 0 0 0 0.0000
2 0.04 0.07 0.183 0.096 0.107 0.1140
3 0.08 0.202 0.44 0.331 0.357 0.3325
4 0.12 ; 0.768 0.643 0.595 0.6687
5 0.16 0.733 0.969 1.052 0.818 0.8930
6 0.2 0.942 1.553 1.216 1.047 1.1895

Nota: la absorbancia fue medida a 725 nm y los valores obtenidos se utilizan
como unidades arbitrarias (u.a.).
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Figura 17. Curva de calibracion de acido galico con el solvente 1.
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Figura 18. Curva de calibracion de acido galico con el solvente 2.
Los experimentos para construir la curva de calibracion se repitieron por
triplicado y en ambas curvas de calibracién se obtuvo una R? mayor al 90 %, lo

que indica que las curvas de calibracibn se pueden utilizar de manera

satisfactoria (Gutiérrez and De la Vara, 2008; Montgomery, 2004), por lo cual, se
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utilizaron para cuantificar los compuestos fendlicos contenidos en los extractos
de chaya obtenidos por las técnicas de extraccion asistida por ultrasonido y por

extraccion supercritica.

3.3. Extraccion ultrasonica
3.3.1. Cinética de extraccion ultrasénica

En las Tablas 16 y 17, se muestran las concentraciones totales de fenoles
obtenidos al aplicar la técnica para determinar la cinética de extraccién por

ultrasonido con la aplicacion de los solventes 1y 2, respectivamente.

Tabla 16. Concentraciones obtenidas mediante cinética de extraccion (solvente
1).

Absorbancia:

Muestra Tiempo Absorbancia: dilucion CFT
(h) Blanco (2.5 mg ml?) (mg EAG g1)
1 1 0 0.126 22.454
2 2 0 0.105 19.892
3 3 0 0.106 20.014
4 4 0 0.114 20.990
5 5 0 0.113 20.868
6 6 0 0.117 21.356

Tabla 17. Concentraciones obtenidas mediante cinética de extraccion (solvente

2).
Tiempo Absorbancia: Absf’rb"?‘f‘c'a: CFT
Muestra (h) Blanco dilucion . (Mg EAG g)

(2.5 mg ml+)

1 1 0 0.219 21.320

2 2 0 0.215 21.060

3 3 0 0.178 18.618

4 4 0 0.199 20.002

5 5 0 0.214 20.988

6 6 0 0.212 20.844
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Los experimentos se efectuaron bajo las mismas condiciones, Unicamente
realizando el cambio de solvente. Se observé que los resultados con mayor
rendimiento de concentracion total de fenoles fue a 1 h con 22.454 y 21.320 mg
EAG g7, para el solvente 1y 2, respectivamente, a la temperatura de 65 °C y
frecuencia de 40-50, este dato se utiliz6 como referencia sobre el tiempo de
extraccion y aplicado al disefio de experimentos y la experimentacion con

ultrasonido.

3.3.2. En base seca utilizando con el solvente 1
En la Tabla 18 se muestran los resultados de compuestos fenoles, que se
obtuvieron después de realizar la cuantificacién por espectrofotometria Uv-vis, en

los extractos de la hoja de chaya en base seca con el solvente 1.

Tabla 18. Concentracion de fenoles totales en el solvente 1 (mg EAG g?).

X1 Xa:

Cédigo Temperatura Tiempo Y5, CFT_l

(K) (min)  (MIEAG Q™)
-1 -1 303 30 21.096
-1 1 303 90 30.720
1 -1 333 30 21.240
1 1 333 90 22.104
-1.414 0 297 60 23.436
1.414 0 339 60 23.544
0 -1.414 318 18 24.156
0 1.414 318 102 28.440
0 0 318 60 21.356
0 0 318 60 21.112
0 0 318 60 20.989
0 0 318 60 21.234
0 0 318 60 22.716

Estos datos se analizaron estadisticamente con ayuda del software
STATGRAPHICS Centurion XV.I® y se realizo el andlisis de varianza (ANOVA),

teniendo como variable de respuesta los compuestos fendlicos totales, que
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presentaron cambios significativos (p<0.05) como efecto tanto de la temperatura
como del tiempo de extraccibn. Como se puede observar en la Tabla 19. Asi
también, el ANOVA indicé que hay efectos de interaccion y cuadraticos entre los
factores y el polinomio de respuesta obtenido por regresion esta dado por la

Ecuacion 7:

YU =21.41-2.07982X, +4.13663X,, — 4.38X, X, +1.4564X ? + 4.26441X2  (7)

Tabla 19. Tabla de ANOVA para base seca en medio etandlico.

Suma de Cuadrados

GL cuadrados medios F valor-p
e X3 1 8.651 8.651 17.490 0.014
o Xo 1 34.223 34.223 69.170 0.001
o X1 X5 1 19.184 19.184 38.770 0.003
o X42 1 3.690 3.690 7.460 0.05
o X2 1 31.630 31.630 63.920 0.001
o Faltade ajuste 3 14.189 4,729 9.560 0.027
e Error puro 4 1.979 0.494775
Modelo 5
Total 12 111.286

Ademas se obtuvo una R? de 85.47 % con lo cual se muestra que se
evaluaron las condiciones adecuadas en los factores de estudio, por lo que se
explica de manera satisfactoria la respuesta (v). En tanto la R? ajustada es de
75.09 %, que muestra una correcta correlacion entre las variables involucradas
en el disefio propuesto Se observo que el valor maximo obtenido es de 30.72 mg
EAG g'y este se refleja en los valores éptimos a mayor tiempo (90 min) y menor
temperatura (30 °C).

Se genero la superficie de respuesta que se muestra en la Figura 19, a
partir del polinomio de respuesta encontrado. En donde se observaron las
contribuciones negativas que se obtuvieron como parte de los efectos generados
por la temperatura en su forma lineal, y en su interaccion con el tiempo de

extraccion, mientras que los efectos restantes tuvieron contribucion positiva 'y que
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se reflejaron en formar una curva con una tendencia de pendiente negativa que
se extendid hacia un punto alto de concentracion de compuestos fendlicos totales
(CFT).

w
[&]

w
o

N
o

Concentracion de CFT (mg EAG/g)
= N
(6)] [6)]

Tiempo de extraccion (min) -1

Temperatura (K)

Figura 19. Superficie de respuesta de la extraccion en base seca en solvente 1.

3.3.3. En base seca utilizando el solvente 2

La Tabla 20 muestra los resultados obtenidos expresados en
concentracion de fenoles totales, los cuales fueron obtenidos al realizar la
extraccion con el solvente 2.

Al realizar la extraccion ultrasonica con muestra seca y con el solvente 2,
los mejores resultados se alcanzan a una temperatura de 60 °C y un tiempo de
90 min obteniendo 19.62 mg EAG g™.
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Tabla 20. Concentracion de fenoles totales en medio acuoso (mg EAG g?).

X1 Xa:

Caddigo Temperatura Tiempo Ys: CFT_l

(K) (min) (Mg EAG g7)
-1 -1 303 30 10.368
-1 1 303 90 17.568
1 -1 333 30 16.848
1 1 333 90 19.620
-1.414 0 297 60 17.820
1.414 0 339 60 17.100
0 -1.414 318 18 15.588
0 1.414 318 102 17.496
0 0 318 60 16.632
0 0 318 60 16.956
0 0 318 60 16.704
0 0 318 60 16.92
0 0 318 60 16.704

Los resultados se evaluaron mediante el andlisis de varianza (Tabla 21),
en donde se observa que los compuestos fendlicos totales presentaron efectos
significativos (p<0.05) de la temperatura y el tiempo de extraccion, asi como

efectos simples y de interaccién.

Tabla 21. Tabla de ANOVA para base seca en medio acuoso.

Suma de Cuadrados

GL cuadrados medios F Valor-p
e X3 1 18.199 18.199 866.810 0.000
e X2 1 24.860 24.860 1184.090 0.000
o XXz 1 4,902 4.902 233.470 0.000
e Faltade ajuste 1 1.034 1.034 49.260 0.002
e FError puro 4 0.084 0.021
Modelo 4
Total 8 49.079

La R? fue de 97.72 %, lo cual muestra que los factores influyeron
estadisticamente en el resultado obtenido, y la R? ajustada del 96.35 % que

mostro la variabilidad de los factores correlacionados para ajustarse al modelo
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presentado, y esto es véalido de acuerdo a lo reportado en la literatura (Del Angel

et al., 2015) y por tanto el polinomio de respuesta ese muestra en la ecuacion 8:

Y =16.48+2.1323X, +2.4938X, —1.1062X, X, 8)

La Figura 20 presenta la superficie de respuesta de la extraccion por
ultrasonido realizada a la muestra en base seca con el solvente 2. Presento
curvatura hacia los extremos laterales, y se considera no relevante desde el punto
de vista estadistico al presentar un valor p>0.001 en cuanto a falta de ajuste y
este efecto se presentd por las interacciones existentes entre los factores de
estudio. Por otra parte, los efectos de los factores de estudio contribuyeron
positivamente en su forma lineal y se observé una aportacién negativa producto

de la interaccion de ambos factores.

Concentracion de CFT (mg EAG/g)

12

11

Tiempo de extraccion (min) -1

Temperatura (K)

Figura 20. Superficie de respuesta de la extraccion en base seca en solvente 2.
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3.3.4. En base humeda utilizando el solvente 1

Al realizar el procedimiento de extraccion utilizando la hoja de chaya en
base humeda se obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla 22, las
concentraciones son mas bajas al compararlas con las obtenidas en base seca

para el mismo solvente.

Tabla 22. Concentracion de fenoles totales con el solvente 1 (mg EAG gb).

Cédigo X1 Xz
Temperatura Tiempo Y§l: CFT
(K) (min) (mg EAG g)
-1 -1 303 30 3.600
-1 1 303 90 6.012
1 -1 333 30 7.200
1 1 333 90 7.200
-1.414 0 297 60 6.000
1.414 0 339 60 9.120
0 -1.414 318 18 3.840
0 1.414 318 102 10.800
0 0 318 60 10.320
0 0 318 60 10.800
0 0 318 60 10.800
0 0 318 60 11.040
0 0 318 60 10.560

Los CFT que se obtuvieron como respuesta, generaron efectos
significativos (p<0.05) de la temperatura y el tiempo de extraccion, asi como
efectos de interaccién cuadréaticos. En la Tabla 23, se expone el ANOVA del
disefio de extraccion, el polinomio de respuesta correspondiente se presenta en

la Ecuacion 9, y se construyo la superficie de respuesta del disefio (Figura 21).

Yh =10.704 +1.15004 X, +1.53187 X, —0.603X, X, —1.93126 X2 —2.05126 X2 (9)

Se observa que los mejores resultados se obtuvieron para los puntos

centrales a una temperatura de 45 °C y un tiempo de extraccién de 60 min,
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obteniendo una concentracion de fenoles totales maxima de 11.04 mg EAG g,

con el solvente 1 de extraccion. Ademas se presentaron efectos no lineales que

fueron reflejados en la curvatura presentada en la superficie de respuesta con

una RZadj de 78.62 %.

Tabla 23. Tabla de ANOVA para base humeda en medio etandlico.

GL Sumade Cuadrgdos = valor-p
cuadrados medios

e X1 1 10.580 10.580 141.30 0.000
e Xz 1 18.772 18.772 250.710 0.000
o XXz 1 1.454 1.454 19.420 0.015
o X2 1 25.950 25.950 346.500 0.000
o X2 1 29.271 29.271 390.900 0.000
e Faltade ajuste 3 11.050 3.683 49.190 0.001
e Error puro 4 0.300 0.075
Modelo 5
Total 12 91.016

Concentraciéon de CFT (mg EAG/g)

Tiempo de extraccién (min)

Temperatura (K)

Figura 21. Superficie de respuesta de la extraccion en base humeda en
solvente 1.
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3.3.5. En base humeda utilizando el solvente 2
Realizando la extraccién con el solvente 2 con hoja de chaya en base

hameda, se obtuvieron los resultados que se muestran en la Tabla 24.

Tabla 24. Concentracion de fenoles totales en solvente 2 (mg EAG g?).

Cédigo Temé(elrlatura Ti;(nz{po Y5z CFT_l

(K) (min) (mg EAG g)
-1 -1 303 30 3.420
-1 1 303 90 3.672
1 -1 333 30 6.189
1 1 333 90 3.284
-1.414 0 297 60 4.428
1.414 0 339 60 6.442
0 -1.414 318 18 2.772
0 1.414 318 102 7.326
0 0 318 60 5.811
0 0 318 60 5.558
0 0 318 60 5.811
0 0 318 60 5.558
0 0 318 60 5.684

La temperatura y el tiempo de extraccién generaron efectos significativos
(p<0.05) sobre la concentracion de fenoles totales (variable de respuesta), con
efectos lineales, de interaccién, y cuadraticos. El polinomio de respuesta se

presenta en la Ecuacién 10:

Y = 4.99852+0.595425X, —0.663325X, — 0.789325X, X, (10)

Se obtuvieron los mejores resultados para los puntos centrales a una
temperatura de 60 °C y un tiempo de extraccién de 30 min, con una concentracion

de fenoles totales maxima promedio de 7.33 mg EAG g.
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El ANOVA del diseiio se presenta en la Tabla 25, en donde los CFT como
respuesta, se vieron afectados por los efectos significativos lineales, positivo para
la temperatura y negativo para el tiempo de extraccidon, asi como de interaccion

negativa entre los factores de estudio (p<0.05).

Tabla 25. ANOVA de la extracciéon en medio acuoso en base himeda.

Suma de Cuadrados

GL cuadrados medios F valor-p
e X3 1 1.420 1.420 88.90 0.001
o X; 1 1.760 1.760 110.330 0.001
o Xi1X> 1 2.492 2.492 156.23 0.000
e Faltade ajuste 1 5.290 5.290 331.580 0.000
e Error puro 4 0.064 0.016
Modelo 4
Total 8 11.023

La R? fue de 51.44 % con lo cual se muestra una tendencia poco favorable
de los factores de estudio para la aceptacion del modelo propuesto, mientras R2ag;
fue de 22.30 % lo que indica que no existe una correlacidon entre los factores, lo
cual genero una disminucién completa de los CFT obtenidos en esta extraccion.

Con los resultados obtenidos en el polinomio de respuesta se generé una
superficie de respuesta (Figura 22). Se observé la ausencia de curvatura, tal y
como se mostrd en el ANOVA, por lo que la tendencia de la superficie fue de
manera lineal, con muy poco estiramiento para alcanzar un punto alto de

concentracion de CFT.

3.3.6. Andlisis de resultados de extraccién ultrasénica

Se realizé la extraccion asistida por ultrasonido de compuestos fendlicos
obtenidos a partir de la hoja de chaya en donde se obtuvieron resultados
estadisticamente aceptables, el tratamiento (90 min y 30 °C) fue el que otorgd
mayor rendimiento de extraccion de compuestos fendlicos de la hoja de chaya en

base seca con el solvente 1, obteniendo 30.72 mg EAG g*. Mostrando mayor
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resultado de extraccion al obtenido por Garcia-Rodriguez (2014) quien obtuvo
35.70 + 24.60 mg EAG g al realizar la técnica de extracciéon por maceracion con
mezcla de solventes organicos, mientras que Jiménez-Aguilar (2015) obtuvo un
extracto con 5.66 + 0.59 mg EAG g de muestra fresca por medio de la técnica
de maceracion con agitacion mecénica, el cual es menor al obtenido en esta

investigacion.

Concentracion de CFT (mg EAG/g)
(2]
L

Lol N

Tiempo de extraccion (min) -1 Temperatura (K)

Figura 22. Superficie de respuesta de la extraccion en base humeda con el
solvente 2.

Por otra parte Valenzuela (2015) obtuvo para la variedad Cnidoscolus
chayamansa perteneciente a la misma familia Euphorbiaceae un contenido de
compuestos fendlicos de 6.34 mg EAG ml?, obteniéndolo mediante extraccion
por infusién, valor menor al obtenido por ultrasonido para la especie C.
aconitifolius, aunque Loarca-Pifia (2010) reporta un valor mas alto al reportado
por Valenzuela (2015) para la misma especie (71.3 + 1.7 mg EAG ¢g) dato

obtenido por maceracion con una mezcla de solventes hexano-acetona, los
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cuales son solventes toxicos y dificiles de eliminar al momento de purificar el
extracto.

Para los demas tratamientos realizados se observé que utilizando materia
prima en base seca y el solvente 2, se obtuvo una concentracién de 19.62 mg
EAG g?! de compuestos fendlicos totales, que comparada con el tratamiento
anterior representa un 63.86 % del total de extracto de interés.

Cuando los analisis se realizaron a la matriz vegetal en base humeda se
obtuvo menor cantidad de fenoles totales con 11.04 y 6.1895 mg EAG g, para
el solvente 1y 2, respectivamente. Respecto a los resultados obtenidos cuando
la hoja de chaya se encontraba seca, se obtuvo un rendimiento del 35.94 % para
el solvente 1y de 20.15 % para el solvente 2.

La ventaja de estos resultados con respecto a los publicados radica en el
uso de solventes menos toxicos, dafinos y de facil recuperacién, asi como del
sistema de extraccion por lo cual se obtiene mayor rendimiento de extraccion de

los fenoles totales a partir la hoja de chaya.

3.4. Extraccién supercritica
3.4.1. En base seca utilizando el solvente 1
Después de obtener los extractos de la hoja de chaya en base seca
mediante la extraccion supercritica se realizé el procedimiento de Folin-Ciocalteu
utilizando el solvente 1 y apoyado mediante la espectrofotometria Uv-vis, con lo
que se realiz6 la cuantificacion de compuestos fendlicos totales (CFT), estos
resultados, asi como el rendimiento de extraccion se presentan en la Tabla 26.
La respuesta (CFT) presenté cambios significativos (p<0.05) como efecto
de la interaccién lineal por parte de la temperatura, no asi por parte de la presion,
ni de la interaccion entre ellos, lo cual se puede constatar en la Tabla 27, en la
cual se presenta el andlisis de varianza realizado al disefio propuesto.

Tabla 26. Concentracion de fenoles totales en el solvente 1 (mg EAG g?).
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. . S.
X Xa: Yy Rendimiento

Cédigo Temperatura Presi_én CFT %
(K) (psi) (mg EAG g™)

1 1 333.000 6000.00 18.667 1.070
1 -1 333.000 2000.00 16.000 0.302
0 0 318.000 4000.00 30.667 1.080
0 0 318.000 4000.00 36.000 0.888
0 0 318.000 4000.00 33.400 0.967
-1 -1 303.000 2000.00 48.000 0.538
-1 1 303.000 6000.00 53.333 0.536

0 318.000 4000.00 32.000 1.043
0 0 318.000 4000.00 30.667 1.307

Con el analisis estadistico se encontraron los coeficientes que forman el

polinomio de respuesta, que se muestran en la Ecuacién 11.

YS =33.1927-16.6665X, + 2X, —0.6665X, X, (11)

Tabla 27. Tabla de ANOVA para extraccion supercritica en base seca con el

solvente 1.
GL Sumade Cuadrgdos = valor-p
cuadrados medios

e X3 1 1111.090 1111.090 224.81 0.000
e X3 1 16.000 16.000 3.240 0.132
o XXz 1 1.777 1.777 0.360 0.575
e Error puro 5 24.711 4.942
Modelo 3
Total 8 1153.580

Ademas se obtuvo una RZaq4j del 96.57 % y de acuerdo a (Kuehl, 2001)
este valor de R representa una aceptacién del modelo propuesto. Ademas se
observa que el valor maximo promedio obtenido es de 53.333 mg EAG gy este

se refleja en los valores de menor temperatura (30 °C) y a mayor presion (6000

psi).

57



Una superficie de respuesta se construydé con ayuda del polinomio de
respuesta. La superficie se presenta en la Figura 23, teniendo como respuesta
los CFT. En donde se observé una tendencia completamente lineal encaminada
a obtener valores maximos cuando la temperatura se observo en sus valores

minimos.
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Figura 23. Superficie de respuesta de la extraccién supercritica en base seca
con el solvente 1.

3.4.2. En base seca utilizando el solvente 2

La cuantificacion de los compuestos fendlicos totales (CFT), se realizo
siguiendo el procedimiento descrito por Othman (2007), empleando la técnica de
Folin-Ciocalteu para cuando se utilizé el solvente 2 y los resultados obtenidos,

asi como el rendimiento de la extraccion supercritica se muestran en la Tabla 28.
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Tabla 28. Concentracion de fenoles totales en el solvente 2 (mg EAG g1).

. . S .
Cédigo Tempilr.atura Pré(szi.én gf:ZT Rendlozlento
(K) (psi) (MgEAG g*)

1 1 333.00 6000.00 2.1053 1.761
1 -1 333.00 2000.00 11.930 0.669
0 0 318.00 4000.00 9.123 1.380
0 0 318.00 4000.00 11.930 1.742
0 0 318.00 4000.00 7.018 1.371
-1 -1 303.00 2000.00 9.123 0.698
-1 1 303.00 6000.00 16.842 1.095

0 318.00 4000.00 11.930 1.235
0 0 318.00 4000.00 10.526 1.416

EI ANOVA (Tabla 29) se aplic a los resultados obtenidos con la ayuda del
software estadistico STATGRAPHICS Centurion XV.I® y dicho analisis mostro
que solamente hubieron efectos lineales y de interaccién entre factores que
provocaron cambios significativos (p<0.05) en la respuesta (CFT), con excepcion
de los efectos lineales provocados por la presion, los cuales estadisticamente no

fueron significativos.

Tabla 29. Tabla de ANOVA para extraccién supercritica en base seca con el

solvente 2.
GL Sumade Cuadrados E valor-p
cuadrados medios

e X3 1 35.580 35.580 10.250 0.024
e Xo 1 1.110 1.110 0.320 0.600
o XXz 1 76.950 76.950 22.160 0.005
e Error puro 5 17.360 3.471
Modelo 3
Total 8 130.993

Se obtuvo un valor de R?%adj de 78.79 % lo que explica la variablidad de los

factores hacia el modelo (Del Angel et al., 2015) y una aceptacion del mismo.
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Por otra parte, se obtuvieron los coeficientes con los cuales se construyo
el polinomio de respuesta de la Ecuacién 12. Ademas con este polinomio se

genero la superficie de respuesta que se muestra en la Figura 24.

YS, =10.0585 - 2.98245X, —0.5263X, —4.38595X, X, (12)

Se observa que el valor maximo obtenido es de 16.842 mg EAG g1 CFTy
este se refleja en los valores de menor temperatura (30 °C) y a mayor presion
(6000psi). Aunque se visualizé que no existid una tendencia hacia obtener una
mayor concentraciéon de CFT, quedandose este resultado muy debajo de lo

obtenido solvente 1.
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Figura 24. Superficie de respuesta de la extraccion supercritica en base seca en
con el solvente 2.
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3.5. Determinacién por espectroscopia de infrarrojo con transformada de

Fourier (FT-IR)

La Figura 25 presenta el espectro que corresponde a la muestra de chaya

seca en polvo sin tratamiento, mientras que en la Tabla 30, se presentan las

frecuencias y las atribuciones principales de los modos vibracionales de dicho

espectro.

4000

% Transmitancia

Hoja de chaya seca]

2379 4295
2346 |

. ' C
N-H c-H e

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 25. Espectro de FT-IR de la hoja chaya seca.

En la region de vibracién de estiramiento X-H que comprende el intervalo

entre 4000-2500 cm™* (Kamaranga et al., 2012), la vibracién de enlace OH se

asigné a 3428 cm* (Movasaghi et al., 2008; Ostrowska-Ligeza et al., 2012) . Este

tipo de vibracién de enlace es caracteristica para los grupos funcionales como

alcoholes, fenoles, aminas y acidos grasos (Badertscher et al., 2009; Kamaranga

et al., 2012). Los modos vibracionales presentados por los grupos funcionales en
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esta region estan acoplados a grupos adyacentes por lo cual no son considerados
como independientes. Por lo anterior, la presencia de acidos grasos se puede
descartar debido a que deberian presentar una banda de confirmacion alrededor
de 1744 cm, que corresponde al enlace C=0 del grupo carbonilo de los

triglicéridos o fosfolipidos (Castorena-Garcia et al., 2011).

Tabla 30. Tabla de modos vibracionales del espectro de la Figura 25 que
corresponde a la hoja de chaya seca sin tratamiento.

Modo _ . o
(cm™) _ _ Atribucion principal
vibracional
3428 v as (OH) Alcohol, Fenol, Flavonoide
2925 vas(CHy2) Alcohol, Fenol, Flavonoide (grupo metileno)
2854 vs(CH>) Alcohol, Fenol, Flavonoide (grupo metileno)
2379 vas (X-H) Aminas secundarias
2346 vi(P-H) Derivados del fésforo (Fosforo)
2295 v (P-OH) Derivados del fésforo (Fitatos)
1661 vs (C=0) Cetonas aromaticas, Amidas |
1627 0t (H-N-H) Amida |, Aminas |
1425 5(0-H) Acido cgrboxilico, alcoholes y fenoles,
flavonoides
1325 0 5 (O-H) Alcohol, Fenol, Flavonoide
1248 v (C-0) Fenol, Flavonoide
1063 v (C-0) Alcohol primario, aromatico, fenol
680 0 s (O-H) Fenol, Flavonoides

v= estiramiento; 6= flexién; AS= Asimétrica; S= Simétrica, t= tijereo; 8= balanceo

Las vibraciones de estiramiento en 2925 cm y 2854 cm! se asignaron al
enlace C-H de grupos metilenos que estan presentes en alcoholes, fenoles y
aminas (Che, 2005). El pico correspondiente a 2379 cm se asocia a enlaces de
vibracion del tipo X-H, y en este caso se asigné como un estiramiento del enlace
NH2 que corresponde a sales de aminas secundarias (Balasubramanian et al.,
2016). Consecutivamente, los picos a 2346 cm™ y 2295 cm?, se asignaron a

grupos funcionales que presentan fosfatos (PO4) con estiramiento en forma de
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tijereo y estiramiento respectivamente de acuerdo a (Castells, 1996).
Investigaciones previas demuestran la presencia de fosforo y fitatos en la hoja de
chaya (Oyagbemi et al., 2011; Shittu et al., 2014), con lo cual esta asignacion es
consistente a lo determinado previamente.

En la regién de los aromaticos (2000-1660 cm™) y de las cetonas (1700-
1640 cm?) se detectd un estiramiento simétrico que pertenece grupo carbonilo a
1661 cm, esta vibracion identificé la posibilidad de una cetona aromatica
(Lozada et al., 2013), o una Amida I, por encontrarse en el intervalo de 1600 a
1700 cm™ (Rieppo et al., 2012). Un enlace de flexion de tijera se asigné a 1627
cm, el cual se atribuye al grupo funcional Amida | (primaria) (Rieppo et al., 2012),
mas sin embargo también en esta region puede presentarse una banda
correspondiente a las Aminas | (Castells, 1996).

En la region de huella dactilar establecida en el intervalo de 1500-600 cm-
1, muchos enlaces absorben, por lo cual resulta compleja la asignacién. En esta
region un pico a 1425 cm indico estiramiento del enlace OH y puede asociarse
a un alcohol o fenol, al igual que la flexién de balanceo presentada a 1325 cm™t
por el enlace OH que se asigné a los mismo grupos funcionales (Castells, 1996),
o también pueden contribuir a un flavonoide (Liu et al., 2012). Por otra parte el
pico asignado a 1248 cm! se presenté como un reflejo del grupo fenol aludiendo
a un flavonoide de manera mas especifica, mediante el estiramiento del enlace
C-0, al igual que el pico en 1063 cm™ que se asigné al estiramiento del mismo
enlace pero apuntando a un compuesto aromatico o un flavonoide (Lozada et
al., 2013). Asi también la flexiéon de balanceo que se presenta a 680 cm™ se
asigno a la presencia de un fenol, o un subsecuente flavonoide (Lozada et al.,
2013), aunque en esta regidn se puede presentar una vibracion de flexion fuera
del plano del enlace C-H, la cual abarca de 600 a 900 cm™ (Movasaghi et al.,
2008).

En la Figura 26, se muestra el espectro de infrarrojo correspondiente de
los extractos etandlico y acuoso. En tanto en la Tabla 31, se muestran las

frecuencias y las atribuciones principales del espectro, que corresponde al
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extracto ultrasonico con el solvente 1y 2 respectivamente, ademas se afiadieron
las vibraciones presentadas por la muestra de la hoja de chaya seca a modo de

comparativo.
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Figura 26. Espectro de FT-IR del extracto de la hoja de chaya con el solvente 1
(negro) y 2 (rojo).

En el espectro de infrarrojo correspondiente al extracto con el solvente 1y
2 de la hoja de chaya de la Figura 26. El pico correspondiente a 3434 cm, se
generd debido a un estiramiento asimétrico del enlace OH que se atribuye al
grupo funcional de los alcoholes o fenoles (Hu et al., 2016; Movasaghi et al.,
2008), y en el espectro del extracto acuoso se presenté en 3448 cm. Cerca de
esa region se detecté también otro pico en 2978 cm™ y que se atribuye a un
estiramiento del grupo metilo con su enlace CH y en 2900 cm™ un estiramiento
del mismo enlace pero del grupo metileno (Lozada et al., 2013).

En 2100 cm™ se present6 una banda ligera con gran amplitud que se
posiblemente representa al enlace C-C del grupo funcional de los alquinos,

aunque de igual manera se puede atribuir a un enlace doble de C-C (Lozada et
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al., 2013). De la misma manera se presento en el espectro del extracto acuoso

una vibracion a 2080 cm, y se asigné a los mismos enlaces.

Tabla 31. Tabla de modos vibracionales del espectro de la Figura 26 que

corresponde al extracto los solventes 1y 2 de la hoja de chaya.

C-Seca EU- EU-H20
EtOH Modo vibracional Atribucién principal
(cm') (cm™) (cm™)
3428 3434 3448 v as (OH) Alcohol, Fenol, Flavonoide
Alcohol, Fenol, Flavonoide (grupo
2978 VAs(CHs) metil)
Alcohol, Fenol, Flavonoide (grupo
2925 vas(CHz) metileno)
Alcohol, Fenol, Flavonoide (grupo
2900 vas(CH2) metileno)
Alcohol, Fenol, Flavonoide (Grupo
2854 ; - vs(CHy) 1o ! (Grup
metileno)
2379 - - vas (X-H) Aminas secundarias
2346 - - vt (P-H) Derivados del fosforo (Fosforo)
2295 - - v (P-OH) Derivados del fésforo (Fitatos)
- 2100 2080 Vs(C=C), v(C=C) Alguenosy alquinos
1661 - - vs (C=0) Cetonas aromaticas, Amidas |
- 1640 1637 vs(C=0), v(C=C) Alquenos, flavonoide
1627 - - 0t (H-N-H) Amida |, Aminas |
- 1452 - 0 as (CHs) Grupo metil
1425 - - 0 (O-H) Alcoholes y fenoles , flavonoides
Alcano (grupos alquilo), modos de
i 1400 . 5(C-H),v(C=C) -ano (grupos alqilo)
anillo aromético
1325 1328 0 3 (0O-H), 8(C-H) Alcohol, Fenol, Flavonoide
- 1274 - v (C-CO-C) Cetona aromatica
1248 - - v (C-0) Fenol, Flavonoide
V AS (C-O), Vs E
- 1083 - Eter, fenol, fosfato
(PO2)
1063 - - v (C-0) Alcohol primario, aromatico, fenol
- 1045 s (C-0) Arométicos, Fenol, Flavonoide
- 878 - vs (C-0O) Eter
680 662 650 0 5(0O-H) Fenol, Flavonoides

v= estiramiento; 6= flexion; AS= Asimétrica; S= Simétrica; t= tijereo; 8= balanceo
C-S = Muestra seca; EU-EtOH= Extracto etanélico; EU-H.O= Extracto acuoso
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En la region de los aromaticos se detectd un estiramiento simétrico que
corresponde al grupo carbonilo y este se presenta en 1640 cm™, esta vibracion
se presentd posiblemente al detectarse una cetona aromatica (Lozada et al.,
2013), aunque también puede ser una Amida |, por encontrarse en el intervalo de
1600 a 1700 cm™ (Rieppo et al., 2012) para la cual corresponde a dicho grupo
funcional, de la misma manera dicho pico se detecté en el intervalo de 1640-1680
cm™ que se atribuye a los alquenos (Lozada et al., 2013). En el extracto acuoso
el estiramiento se presenté a 1637 cm™. Se detectd un pico en 1452 cm™ y se
asigno a la flexion asimétrica del grupo metil (Movasaghi et al., 2008). En 1400
cm? se encontré una banda de flexién del enlace C-H que se asign6 a un grupo
alquilo o de la misma manera se interpretd como estiramiento del enlace C-C que
corresponde al doble enlace de un anillo aromatico, o bien se presenté como un
estiramiento asimétrico de un enlace C-C de un aromético y cualquier opcién
principalmente se asigné como un flavonoide (Liu et al., 2012; Lozada et al.,
2013).

La flexién de balanceo que se presento en el pico 1328 cm! corresponde
a un enlace OH de un flavonoide o en su caso a un enlace CH de un anillo fendlico
(Lozada et al., 2013; Movasaghi et al., 2008). Otro pico detectado fue de un
enlace C-(CO)-C que se asigné a una cetona aromatica en 1274 cm* (Lozada et
al., 2013).

De igual manera la banda detectada en 1083 cm™ se determind
posiblemente como una vibracion de estiramiento asimétrico del enlace C-O que
corresponde a un alcohol secundario o un éter (Lozada et al., 2013), mas sin
embargo dicha banda de estiramiento pudo considerarse como simétrica y
asignarse también al grupo fosfato (PO2) (Castorena-Garcia et al., 2011).

Un pico en 1045 cm afirmé una flexién de balanceo que corresponde al
enlace C-O y se atribuye a un alcohol primario o un flavonoide (Liu et al., 2012).
El grupo funcional éter presenta bandas caracteristicas dentro del nimero de
onda 878 cm, las cuales pueden ser de estiramiento simétrico (Silverstein et al.,

2005). Asi como los alcoholes primarios y también los fenoles presentan flexiones
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de balanceo fuera del plano en 662 cm™ se debié a la presencia de un fenol, o
un flavonoide (Lozada et al., 2013), aunque en esta region se puede presentar
una vibracion de flexion fuera del plano del enlace C-H, la cual abarca de 600 a
900 cm (Movasaghi et al., 2008). En el extracto con el solvente 2 se presentd
en 650cm,

El espectro de infrarrojo generado por el extracto supercritico con el
solvente 1 y la hoja de chaya, es mostrado en la Figura 27 y la Tabla 32 son

presentadas las asignaciones de los modos vibracionales del espectro.
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Figura 27. Espectro de FT-IR del extracto supercritico con el solvente 1y la hoja
de chaya.
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Tabla 32. Tabla de modos vibracionales del espectro de la Figura 27 que
corresponde al extracto con el solvente 1y la hoja de chaya que se obtuvo con
fluido supercritico.

(cm) Modo vibracional Atribucion principal
3419 v as (OH) Alcohol, Fenol, Flavonoide
Alcohol, Fenol, Flavonoide (grupo
2978 vas(CH3) .
metil)
Alcohol, Fenol, Flavonoide (grupo
2902 vas(CHs) _
metil)
2110 vs (C=C) Alquinos
1644 v (C=0) Alquenos, cetona aromética
1451 0 as(CHs), 8t(CH2) Alcano (grupos alquilo)
1404 5 (0O-H) Acido carboxilico
1330 0 (O-H) Alcohol primario, fenol, flavonoide

1273 0 (O-H) Alcohol secundario

Alcohol secundario, éter, fenol,
1084 vas (C-0), vs (PO2)

fosfato
1046 0p (C-0) Aromadticos, Fenol, Flavonoide
880 vs (C-O) Eter

673 0 (O-H) Alcohol primario, fenol

v= estiramiento; 6= flexién; AS= Asimétrica; S= Simétrica, t= tijereo; 8= balanceo

El pico encontrado a 3419 cm™ se generd debido a un estiramiento
asimétrico del enlace OH que se atribuye al grupo funcional de los alcoholes o
fenoles (Silverstein et al., 2005), se detect6é también otro pico en 2978 cmty 2902
cmy que se asigno a un estiramiento del grupo metilo con su enlace CH (Lozada
et al., 2013). En 2110 cm™ se presenta una banda ligera con gran amplitud que
se atribuye al enlace C-C del grupo funcional de los alquinos (Silverstein et al.,
2005).
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En el intervalo de 1600 a 1700 cm™! se detectd un estiramiento simétrico
que corresponde al grupo carbonilo en 1640 cm™, posiblemente de una cetona
(Silverstein et al., 2005) o una cetona aromatica (Lozada et al., 2013), de una
Amida | (Rieppo et al., 2012), de una Amida Ill, o en su defecto de un alqueno,
debido a que se encuentra en el intervalo de dicho grupo funcional 1640-1680
cm? (Lozada et al., 2013).

Una flexién asimétrica fue detectada en 1451 cm™ y fue determinado como
un enlace C-H ya sea del grupo metil (Badertscher et al., 2009), o del grupo
metileno (Lozada et al., 2013).

En 1404 cm™ se encontr6 una banda de flexién del enlace C-H que se
asigno a un grupo alquilo o se interpreté como estiramiento del enlace C-C que
corresponde al doble enlace de un anillo aromatico y cualquier opcién
principalmente se asigné como un flavonoide (Liu et al., 2012; Lozada et al.,
2013).

En 1330 cm se presento de igual manera una flexion del enlace O-Hy se
atribuy6 a un flavonoide (Movasaghi et al., 2008) o aun enlace CH de un anillo
fendlico (Lozada et al., 2013).

La banda detectada en 1084 cm se atribuye posiblemente a una vibracién
de estiramiento asimétrico del enlace C-O que corresponde a un alcohol
secundario o un éter (Lozada et al., 2013), o del mismo modo dicha banda de
estiramiento simétrico pudo ser asignada al grupo fosfato (PO2) (Castorena-
Garcia et al., 2011).

En el nimero de onda 1046 cm™ se detect6 un flexion de balance que
corresponde al enlace C-O y se atribuye a un alcohol primario o un flavonoide
(Liu et al.,, 2012). Por otra parte el grupo funcional éter presenta bandas
caracteristicas cerca de 880 cm™, las cuales pueden ser de estiramiento simétrico
(Silverstein et al., 2005). Asi como los alcoholes primarios y también los fenoles
presentan flexiones de balanceo fuera del plano en 673 cm™ se debe a la

presencia de un fenol, o un flavonoide (Lozada et al., 2013), aunque en esta
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region se puede presentar una vibracion de flexion fuera del plano del enlace C-
H, la cual abarca de 600 a 900 cm™ (Movasaghi et al., 2008).

Se observo que las fases liquidas de los extractos con los solventes 1y 2
ocultaron picos definidos que se tenian en la muestra seca, por lo que no se
descarta la presencia de dichos grupos funcionales en las muestras liquidas,
aunque el extracto etandlico reveld la presencia de grupos funcionales que
pueden ser atribuidos a un flavonoide, presentando vibraciones de los enlaces
caracteristicos de dichos compuestos, los cuales son muy similares a los
presentados en la muestra seca sin proceso previo. Todos los grupos funcionales
detectados en el presente estudio, ya habian sido detectados por FT-IR a la
misma especie por (Omotoso et al., 2014).

En el espectro de quercetina como estandar se han reportado los
siguientes picos: 3320 cm, 2973 cm, 2880 cm, 1453 cm?, 1380 cm, 1275
cm?, 1088 cm, 1046 cm™ y 880 cm™ (Delgado, 2015), al comparar contra las
frecuencias que se obtuvieron en este trabajo con la muestra seca se presentaron
valores cercanos a éstos, pero al hacer el comparativo con el extracto etanolico
es facil identificar los picos mencionados con un ligero desplazamiento el cual se
puede atribuir a la diferencia de equipos de analisis asi como al solvente (etanol),
los picos correspondientes son: 3434 cm, 2978 cm™, 2900 cm™, 1452 cm, 1400
cm?, 1274 cm, 1083 cm?, 1045 cm™t y 878 cm™, con lo cual se determind la

presencia del flavonoide quercetina en el extracto etandlico de la hoja de chaya.

3.6. Optimizacién

En un proceso de extraccién, el objetivo primordial debe ser la obtencion
del mayor rendimiento del extracto de interés, y esto se realiza mediante la
optimizacién por la metodologia de superficie de respuesta, que consiste en
encontrar las condiciones de operacion que permitan llegar a los mejores
resultados que se puedan obtener de un determinado proceso, a través de

técnicas matematicas (Gutiérrez and De la Vara, 2008). En este trabajo, se utilizd
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la optimizacion basada en los rendimientos de extraccion, y para su andlisis se
requirié el uso del Software estadistico STATGRAPHICS Centurion XV.I®.

El procedimiento de optimizacion se aplica cuando se quiere mejorar el
valor mas alto de la variable de respuesta, en este caso se aplicé al rendimiento
de extraccion. Consiste en evaluar estadisticamente la respuesta mas alta
obtenida. Se obtiene un valor de respuesta esperado, mediante una ruta
experimental a seguir, por lo general esta ruta debe indicar parametros cercanos
a los evaluados, esto si se evalu6 en la regién experimental idénea para obtener
un valor maximo de respuesta mas alto que el valor de respuesta que se obtuvo
con el disefio evaluado (el caso de este trabajo).

En caso de que la optimizacion indique parametros de evaluacion lejanos
a los experimentados se debe proceder a modificar el disefio de experimentos y
evaluar nuevamente en la regién experimental propuesta y proceder a obtener

estadisticamente el valor del punto éptimo de la nueva region experimental.

3.6.1. Extraccion por ultrasonido
3.6.1.1. En base seca con el solvente 1
La Tabla 33, se aprecian las combinaciones obtenidas para mejorar los

rendimientos de extraccion (%) para muestra en base seca y con el solvente 1.

Tabla 33. Tabla de optimizacién para base seca con el solvente 1.

Condiciones de

Valor observado Cadigo 2 Valor 6ptimo
operacion
Respuesta X1: X2:
Minimo Méaximo Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo Esperado Obtenido
(K) (min)
Rendimiento  2.099  3.072 -1.34085  1.16429 298 95 3.29041  3.2976

Se aprecia que el factor de temperatura tuvo tendencia hacia un punto
axial de manera negativa y el factor tiempo tuvo tendencia de igual forma hacia
el punto axial positivo, lo que demuestra que el disefio corresponde

completamente a un central compuesto y que se abarcaron las adecuadas
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regiones de experimentacion debido a que el punto 6ptimo quedd dentro de la
region experimental aplicada.

3.6.1.2. En base secay con el solvente 2

Las combinaciones obtenidas para realizar la optimizacion de los
rendimientos de extraccion (%) en base secay con el solvente 2, son mostradas
en la Tabla 34.

Tabla 34. Tabla de optimizacién para base seca con el solvente 2.

Condiciones de

Valor observado Cadigo 2 Valor 6ptimo
operacion
Respuesta X1: X2:
Minimo Méaximo Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo Esperado Obtenido
(K) (min)
Rendimiento 1.037 1.962 1 1 333 90 1.9999 2.016

En esta extraccion los valores de los factores evaluados para obtener las
condiciones Optimas cayeron exactamente en los puntos altos (+1) del disefio
factorial, con lo cual se determina que se experiment6 en las zonas cercanas al

punto 6ptimo y con el disefio apropiado.

3.6.1.3. En base humeda y con el solvente 1
Al realizar la optimizacion de la extraccion en base hiumeda y utilizando el
solvente 1 como solvente de extraccion, se obtuvieron los resultados que se

indican en la Tabla 35.

Tabla 35. Tabla de optimizacién para base seca con el solvente 1.

Condiciones de
operacion
Respuesta X1: X2:
Minimo Maximo Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo Esperado Obtenido

(K) (min)

Valor observado Cddigo Valor éptimo

Rendimiento  0.36 1.104 0.139653  0.319965 320 70 110801 1.1268
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Los valores éptimos para los factores, temperatura y tiempo de extraccion,
se encontraron dentro de la regidn experimental correspondiente al disefio

factorial, lo cual indica la correcta aplicacion de la experimentacion realizada.

3.6.1.4. En base humeda con el solvente 2
Para optimizar el rendimiento de extraccion (%) en base humeda con el
solvente 2. La Tabla 36 presenta las combinaciones con lo cual se consiguio el

punto 6ptimo predicho por el software estadistico.

Tabla 36. Tabla de optimizacion para base humeda con el solvente 2.

Condiciones de
operacion
Respuesta X1: X2:

Minimo Méximo Temperatura Tiempo Temperatura Tiempo Esperado Obtenido
(K) (min)

Valor observado Cédigo Valor 6ptimo

Rendimiento  0.3284 0.6189  0.641719 -0.75187 328 37 0.626003  0.6444

En esta extraccion los valores de los factores evaluados para obtener las
condiciones 6ptimas cayeron exactamente dentro de la region experimental
estudiada por lo que se obtuvo el rendimiento maximo, mostrando un incremento
ligeramente mayor al esperado.

Cabe mencionar que las optimizaciones realizadas a las extracciones por
ultrasonido se realizaron en base al rendimiento de compuestos fendlicos totales

extraidos con los solventes 1y 2 y en bases seca y himeda.

3.6.2. Extraccion supercritica
3.6.2.1. En base seca con el solvente 1

La Tabla 37, se indican las combinaciones obtenidas para mejorar los
rendimientos de extraccion (%) para muestra en base seca con el solvente 1 al
realizar la extraccion con COz2 supercritico.

En donde se muestra que tanto la temperatura como la presion de

extraccidon tuvieron tendencias hacia los puntos altos (+1) del disefio factorial,
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indicando con esto que la evaluacion se realizé en la region experimental idonea

para obtener el punto éptimo del elemento de andlisis.

Tabla 37. Tabla de optimizacion para base seca con el solvente 1 para la
extraccion supercritica.

Condiciones de
operacion
Respuesta X1: X2:

Minimo Maéaximo Temperatura Presion Temperatura Presion Esperado Obtenido

(K) (psi)

Valor observado Cadigo Valor 6ptimo

Rendimiento  0.302  1.307 0.989417 0.98058 332.99 5961.18 1.30726 1.36

3.6.2.2. En base seca con el solvente 2
La Tabla 38, se muestran las condiciones de operacion con la cual se
obtuvo el mejor rendimiento de extraccion (%) para la muestra en base seca y

con el solvente 2 al realizar la extraccion con COz supercritico.

Tabla 38. Tabla de optimizacion para base seca con con el solvente 2 para la
extraccion supercritica.

Condiciones de
operacion
Respuesta X1: X2:

Minimo Méaximo Temperatura Presibn Temperatura Presion Esperado Obtenido

(K) (psi)

Valor observado Cédigo Valor 6ptimo

Rendimiento  0.669  1.761 0.51457  0.98777 325.94 5975.55 1.80096 1.936

En donde se aprecia que la temperatura tuvo tendencia hacia el punto
central mientras que la presion de extraccion tuvo tendencia hacia el punto alto
(+1) del disefio factorial, indicando con esto que la evaluacion se realizo en la

region experimental idonea del disefio factorial propuesto.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1. Conclusiones

En el presente trabajo, se determind el contenido de compuestos fendlicos
totales de la hoja de chaya (Cnidoscolus aconitifolius (Mill.) .M. Johnst), los
cuales fueron extraidos con la técnica de ultrasonido asistido y con extraccion
supercritica.

La extraccion supercritica otorgd un mayor rendimiento de compuestos
fendlicos totales con 53.33 mg EAG g*. En cambio con la extraccién por
ultrasonido se obtuvieron 30.72 mg EAG g, en ambos casos el solvente utilizado
fue etanol al 70%. Cabe mencionar que ambos tratamientos mostraron mejoras
significativas de cantidad total de fenoles totales con respecto a lo reportado por
Garcia-Rodriguez (2014), 35.70 + 24.60 mg EAG g y por Jiménez-Aguilar and
Grusak (2015), 5.66 + 0.59 mg EAG g, aunque menor a lo reportado por Loarca-
Pifia (2010) (71.3 + 1.7 mg EAG g%). Asi también se observé una reduccion
mayor del tiempo de extraccion con ambas técnicas, esto al compararlo con datos
obtenidos de la literatura para la misma especie C. aconitifolius.

Por otra parte, en las determinaciones realizadas mediante espectroscopia
de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) se detecto la presencia de los
picos caracteristicos del flavonoide quercetina y se coincidié con los picos

reportados en la literatura para ese flavonoide.

4.2. Recomendaciones

Se recomienda realizar la extraccion supercritica con un tamafio de
particula menor a 0.297mm con el fin de aumentar el &rea de contacto superficial
y mejorar posiblemente el rendimiento de extraccion, por otra parte se
recomienda humedecer la materia prima de estudio con el solvente a utilizar de
preferencia con etanol para verificar el aumento del rendimiento de extraccion de
compuestos fendlicos totales, dado que este solvente es polar y dichos

compuestos son afines a disolverse en solventes polares.
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ANEXOS

A. Guiarapida de operacién del extractor supercritico SFT-150

Figura 28. Equipo de extraccién supercritica SFT-150.

1. Encender el compresor de aire seco. Para encender el compresor de aire
seco, se deben seguir los siguientes pasos:

e Conectar los cables de alimentacion de energia del equipo.

e Quitar el boton de paro, esto se hace girando suavemente hacia alguno
de los lados del botén.

e Oprimir el botén de apagado color rojo.

e Oprimir el boton de encendido color verde. EI compresor entrara en
funcion inmediatamente y serd necesario verificar que el aire este seco, la
verificacion se realiza en el tablero inferior del equipo y muestra un buen
funcionamiento del secador cuando la aguja se encuentra en la zona
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verde. También deben verificarse los filtros de limpieza del aire, estos
operan correctamente cuando la aguja se encuentra en la zona verde.

Abrir la valvula de alimentacién lentamente.

2. Abrir el paso del tanque de COz2. La valvula indica el sentido de apertura, la

apertura se debe realizar suave y lentamente.

3. Encendido del extractor SFT-150 (Figura 28). Para encender este equipo

deben seguirse los siguientes pasos:

Verificar que todas las valvulas tanto del equipo, como de las tuberias,
estén correctamente cerradas.

Conectar el cable de alimentacion de energia del equipo.

Para encender el equipo se debe presionar el boton ON/OFF, en la
posicion ON, y se deben esperar 30 minutos para que entre en funcién la
bomba Chiller, que tiene la tarea de controlar la temperatura del COo..
Transcurrido el tiempo anterior se procede a abrir las valvulas de la tuberia
para el CO2 y aire seco.

Dentro de la celda se coloca la muestra, una vez colocada debe verificarse
que no haya fugas de COo..

Se abren las valvulas de paso de CO: y aire seco respectivamente.

Se establecen las condiciones de operacion del sistema, para ello se
recomienda establecer en primer instancia la presién, este paso se realiza
con el regulador de presién de la celda, antes de iniciar a operar este
regulador se debe observar que el seguro del regulador no este puesto,
esto sera, cuando la linea color naranja este presente, de no ser asi sera
necesario jalar suavemente para quitar el seguro, el regulador gira en el
sentido de las manecillas del relo;.

Una vez establecida la presion, sera necesario establecer la temperatura,
esta se establece en el controlador oprimiendo una vez el boton SEL y

moviendo los botones ” v hacia arriba o abajo, respectivamente.
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El tiempo en el que se establecen las condiciones de operacion puede ser

tomado como tiempo de remojo.

4. Uso del equipo en fase estéatica / dinamica. Las muestras pueden tratarse en

dos tipos de fases, su operacion se describe a continuacion:

Fase estatica: consiste en dejar reposar el CO2 dentro de la celda del
extractor, para que este penetre en la muestra, a las condiciones
establecidas por un determinado tiempo, pasado este tiempo sera
necesario cerrar las valvulas de entrada de COg, aire seco y el regulador
de presion, se retendran por el tiempo deseado. Después del tiempo de
reposo de la muestra en COz, se procede a girar la valvula de salida de
CO2 del equipo en sentido contrario de las manecillas del reloj hasta su
completa despresurizacion.

Fase dinamica: en la fase dinamica se realiza una parte de la fase estética,
pues también, se deja reposar el CO2 dentro de la celda del extractor, para
gue este penetre en la muestra, a las condiciones establecidas por un
determinado tiempo, pero a diferencia de la extraccion estatica cuando
pasa el tiempo de remojo, no sera necesario cerrar las valvulas de entrada
de COz, aire seco y el regulador de presion, solo se abriran las valvulas de
paso de CO: y posteriormente se tomaran lecturas del aumento del
extracto para poder asi evaluar el rendimiento.

Apagado del equipo: una vez terminada la operacion del equipo, se
verifica que todas las valvulas de paso de CO:2 y aire seco estén
completamente cerradas y se oprime el boton de apagado/encendido,
después solo se desconecta el equipo, se apaga el compresor (se cierra
la valvula lentamente y luego se oprime el botdn rojo del compresor y se
asegura el boton de paro del equipo después se desconectan todos los

cables de la alimentacion eléctrica) y se cierra el tanque de COx.
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B. Guia rapida de operacion del bafio ultrasénico EImasonic S 40 H

Figura 29. Equipo de bafio ultrasonico Elmasonic S 40 H.

1. Encendido del equipo: El encendido del equipo se efectia conectandolo a
la red eléctrica del laboratorio y pulsando el botén ON/OFF.

Previo al encendido es necesario colocarle aproximadamente 4 L de agua
purificada o destilada y colocarlo en una superficie estable en un lugar
amplio (se recomienda el uso de equipo de proteccion contra ruidos).

2. Una vez encendido el equipo se programan las variables controladas
(temperatura y tiempo) en caso que el tiempo exceda a lo marcado en el
controlador se coloca en el simbolo de infinito (ee).

3. Una vez que el equipo llega a las condiciones de operacion deseadas las
muestras pueden ser insertadas como se observa en la Figura 29.

4. Se realiza el proceso de bafio ultrasdnico (extraccidon asistida por
ultrasonido) de acuerdo a las condiciones requeridas.

5. Una vez concluido el proceso, se procede a retirar las muestras y a apagar
el equipo desconectandolo de la red eléctrica del laboratorio.
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6. Se deja enfriar el equipo, se le retira el agua y se debe secar con un pafio
limpio y seco.

7. Guardar el equipo en el lugar indicado.
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C. Evidencias fotogréficas

Figura 31. Tamizado con malla #50 (0.297mm).
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Figura 32. Extracto supercritico de la hoja de chaya.
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