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1 SINOPSIS

1.1 Resumen

En el presente trabajo se estudid al espécimen Acourtia platyphylla con un enfoque basado
en la quimica verde, para obtener mediante extracciones a partir de su raiz a la perezona,
principal metabolito de manera selectiva. En detalle es importante resaltar que se realiz6 un
estudio comparativo entre la extraccion con calentamiento térmico convencional (mantilla
de calentamiento) y dos métodos de activacion alternos: la extraccion con biéxido de carbono
supercritico y ultrasonido. La perezona contenida en los extractos se cuantifico mediante
Resonancia Magnética Nuclear de proton con el método de patron interno utilizando 1,4-
dinitrobenceno; de los resultados obtenidos se desprende que el ultrasonido a 60 °C durante
30 minutos implica el mejor método.

1.2 Abstract

In the present work, the Acourtia platyphylla specimen was studied with a green approach
in order to isolate by extractions the main metabolite known as perezone from the
corresponding roots. It is worthnoting that a comparative study was made between various
modes for the extraction: conventional mantle thermal heating and two alternative activation
methods, supercritical carbon dioxide and ultrasound. The perezone contained in the extracts
was quantified by proton Nuclear Magnetic Resonance using the internal standard method,
1,4-dinitrobenzene. Finally, the obtained results are indicative that ultrasound at 60 °C during
30 minutes was the most convenient procedure.
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1.3 Introduccidn

La perezona, o acido pipitzoico (1), una sesquiterpen-
CHs CH; O . ) . A
quinona, es el primer metabolito secundario aislado en
= H Ameérica en 1852 por el Dr. Leopoldo Rio de la Loza (2) a
HBC . , - e [1]
partir de la raiz de pipitzahuac,'*! la cual presenta excelente
actividad bioldgica relacionada
1 HO CHs J

a su asombrosa reactividad

0 quimica,® fue empleada desde
el México prehispanico para usos medicinales debido a que posee
propiedades curativas.[4l Se ha usado en la medicina tradicional
mexicana como purgante, astringente, regenerativo, diurético y
analgeésico; asimismo, ha sido objeto de investigacion en un
namero considerable de investigaciones.

-

Por otro lado, la Quimica Verde (QV),P! protocolizada por doce principios implica una nueva
forma de hacer quimica, pero con el objetivo principal de minimizar y de ser posible eliminar
la produccion de la contaminacion, “es una quimica preventiva de la contaminacion”.
Tiene como objetivo el disefio de productos o procesos que reduzcan o eliminen el uso o la
produccién de sustancias peligrosas para el ser humano y el ambiente, ésta, ofrece
alternativas de mayor compatibilidad ambiental, comparadas con los productos o procesos
disponibles actualmente cuya peligrosidad es mayor y que son usados tanto por el
consumidor como en aplicaciones industriales.

Desde su nacimiento, a principios de la década de 1990, este paradigma ha adquirido
relevancia como una filosofia cientifica.[s] EI empleo por primera vez del término "Quimica
Verde" ha sido asignado a Paul Anastas en 1991.11 Es conveniente mencionar que, en la
mayoria de los procesos quimicos, se utilizan fuentes de energia térmica que se originan a
partir de combustibles fosiles. En consecuencia, resulta importante resaltar los siguientes
principios, 5 (disolventes seguros, las sustancias auxiliares deben resultar innecesarias en lo
posible y, cuanto menos deben ser inocuas.) y 6 (eficiencia energética, las necesidades
energéticas deben ser consideradas en relacidon a sus impactos ambientales y econémicos,
buscando minimizar su consumo) del protocolo de la Quimica Verde.

En relacion a lo antes mencionado, surge la importancia y por ende el objetivo principal de
este trabajo de tesis: realizar un estudio comparativo de la extraccion de perezona del
especimen, Acourtia platyphylla, evaluando un método alterno de activacion como lo es el
ultrasonido (US) y a otro proceso que implica un medio alterno de extraccion, utilizando
bidxido de carbono supercritico (CO2SC) de manera comparativa con el tratamiento térmico
de extraccion clasica con mantilla de calentamiento a reflujo (MC), el extracto obtenido se
analizd6 por cromatografia de liquidos acoplada espectrometria de masas para su
identificacion y la cuantificacion de la perezona presente en el extracto se realizo por RMN
'H, obteniendo como resultado que el mejor método fue el ultrasonido.
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2 ANTECEDENTES

2.1 Quimica Verde

La quimica es una ciencia que contribuye a la mejora de la calidad de vida de manera
trascendente, puesto que esta ciencia avanza constantemente generando nuevos beneficios
contribuyendo asi al bienestar del hombre actual y al desarrollo de la sociedad.

Por consiguiente, es importante el disefio novedoso de sustancias que realizan las mismas
funciones que otras ya existentes, pero con un impacto ambiental mucho menor. También se
han desarrollado procesos que utilizan materias primas renovables y que reducen la energia
necesaria para llevarlos a cabo.

Por ello nace la QV, la cual “se ocupa del disefio de productos y procesos que reducen o
eliminan la produccion y el uso de sustancias peligrosas toxicas.” Esta debe de ser entendida
como una estrategia global que debe de impregnar y conducir la actividad de los quimicos.

El objetivo marcado es la sustitucion de las sustancias peligrosas usadas en la industria y la
mejora de los métodos de produccion ya existentes, para minimizar el impacto ambiental.

La Quimica Verde se ha ido conformando, a lo largo de los Gltimos afios, como una forma
viable de abordar el desarrollo de la quimica. La aplicacion de los doce principios de la QV
en la industria e investigacion ya sea pura o aplicada, asi como en la docencia va avanzando,
debido al enorme interés por las distintas lineas de trabajo. ¥ Por todo ello, se hace necesario
una mayor difusion e incorporacion de estos contenidos y directrices, como parte de la
formacion académica de los futuros profesionales de la quimica. "La Quimica Verde
representa los pilares que mantendran nuestro futuro sostenible. Es imprescindible ensefiar
el valor de la Quimica Verde a los quimicos del mafiana™; en resumen, es una quimica
preventiva.

Finalmente es importante sefialar que con la aplicacién de los doce principios béasicos de la
quimica verde se puede contribuir a la reduccion o eliminacion de los productos
contaminantes generados durante las reacciones quimicas, asi como reemplazar reactivos que
dafian el medio. !

2.1.1 Los Doce Principios

Los Principios de la Quimica Verde escritos por P.T. Anastas y J.C. Warner, en su libro
Green Chemistry: Theory and Practice,® recogen las ideas basicas que propicia la QV. Estos
autores sistematizaron los campos de actuacion y los objetivos hacia los que dirigir el
esfuerzo de investigadores e ingenieros, si se quiere hacer de la Quimica una actividad menos
agresiva con el ambiente.

Los Doce Principios se presentan de manera resumida a continuacion:

1. Prevencion: Es mejor prevenir, desde el principio y en cualquier proceso, la generacion
de residuos que eliminarlos una vez que se han creado.

-7-
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2. Economia Atdémica: El concepto de economia atdmica fue introducido en 1991 como una
medida de la eficiencia de una reaccion. La idea se basa en el disefio de métodos sintéticos
en los que la incorporacion al producto final de todos los materiales usados en la sintesis sea
la mayor posible. Esto provoca que los pasos necesarios para la obtencidn de una sustancia
sean lo mas selectivos posibles y se minimice la formacion de subproductos y, por tanto, de
residuos.

3. Uso de tecnologias mas seguras: Siempre que sea posible, los métodos de sintesis deberan
disefiarse para utilizar y generar sustancias que tengan poca o ninguna toxicidad, tanto para
el hombre como para el medio ambiente.

4. Disefio de productos quimicos mas seguros: Los productos quimicos deberan disefiarse
para efectuar la funcion deseada, reduciendo al minimo su toxicidad.

5. Uso de disolventes y productos auxiliares mas seguros: El uso de las sustancias auxiliares,
como, por ejemplo, disolventes, agentes de separacidn, grupos protectores, etc., deberan
reducirse e incluso, si es posible, eliminarse. En caso de ser necesarios, deberan ser lo menos
agresivos con el medio ambiente.

6. Eficiencia energética: Los requerimientos energéticos deberan clasificarse por su impacto
medioambiental y econémico, reduciéndose en todo lo posible la incidencia en el medio
ambiente y los costes de produccion. Se intentaran Ilevar a cabo los métodos de sintesis a
temperatura ambiente y presion atmosfeérica.

7. Uso de materias primas renovables: Las materias primas deben ser preferentemente
renovables en lugar de no renovables, siempre que, desde el punto de vista técnico y
econdémico, sea posible.

8. Reduccion de derivados: La formacion de derivados debe ser reducida al minimo o, si es
posible, evitarla, porque esto requiere reactivos y disolventes adicionales que generan méas
residuos.

9. Catdlisis: Es preferible potenciar el uso de catalizadores lo mas selectivos posible, frente
al empleo de reactivos en cantidades estequiométricas.

10. Materias primas renovables: Los productos quimicos deberan disefiarse de modo que en
el final de su vida til no persistan en el medio ambiente y se degraden de forma controlada.

11. Anélisis en tiempo real: Se desarrollaran al maximo los procedimientos y metodologias
analiticas que permitan dar seguimiento y controlar en tiempo real la formacién de sustancias
potencialmente peligrosas.

12. Reduccion del potencial de accidentes quimicos: Se elegiran las sustancias para la
realizacion de los procesos quimicos de forma que se minimicen los riesgos de accidentes
quimicos, incluidas las emanaciones, explosiones e incendios.

Partiendo de estos principios, es posible marcar los objetivos generales que permitan hacer
"verdes"”, es decir, reducir el impacto ambiental de las condiciones de reaccion y las
tecnologias aplicadas para desarrollarlas;!"! dicho de otra manera, prevenir la contaminacion.

-8-
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2.1.2 Medios Alternos de Reaccion

Al surgir la vertiente de la Quimica Verde han surgido o resurgido otras formas de trabajar
experimentalmente, considerando el empleo de disolventes alternativos, la ausencia de ellos,
0 bien el acoplamiento de técnicas con diferentes disolventes. Lo cual proporciona un
panorama general de estas nuevas formas de trabajar con disolventes alternos bajo el contexto
de la Quimica Verde.

Muchos de los disolventes de uso general en cualquier proceso quimico son compuestos
organicos volatiles (VOCs), considerados agentes peligrosos y contaminantes, flamables, y/o
toxicos al ambiente. El principio 5 de Quimica Verde explica al respecto “el uso de las
sustancias auxiliares (disolventes, agentes de separacion, etc.) descritas en la Tabla 1, se
deben considerar innecesarios hasta donde sea posible y cuando sean utilizados deben ser
inofensivos”.[8] Las sustancias auxiliares, aunque sean necesarias como medios de reaccion,
no se deben incorporar al producto final.l®!

Tabla 1. Importancia del uso de disolventes en los procesos quimicos

» Disuelven sustancias

» Permiten crear dispersiones homogéneas
» Permiten un transporte de masa eficaz

» Pueden modificar la reactividad quimica
» Permiten la deposicién de sélidos

Cabe resaltar que los factores mas importantes son los relacionados con la solubilidad y
capacidad dispersante; de hecho, la mayor cantidad de disolventes se usa en la industria de
las pinturas, mientras que las aplicaciones relacionadas con la reactividad quimica suponen
menos del 10% del uso total de disolventes.

Tradicionalmente la seleccidn del disolvente adecuado para un determinado proceso, se hacia
teniendo en cuenta su eficacia como tal y su capacidad de contribuir a que los procesos
tuvieran lugar en condiciones éptimas de eficiencia, seguridad y rapidez.

Asi dentro de la filosofia de la QV y de lo anteriormente mencionado, destaca el evitar en lo
posible el uso de disolventes organicos y cuando la supresion de estos no sea factible, se
deben hacer esfuerzos para optimizarlos, reducirlos al minimo y reciclarlos, con la finalidad
de desarrollar procedimientos sintéticos mas benignos, pero siempre estar enfocados en que
lo mejor es no emplearlos.

Con el afan de reducir el uso de disolventes, han surgido varios procedimientos que se han
implementado para tal fin, inclusive se ha evitado el uso de los disolventes organicos como
medio de reaccion siendo este el proceso quimico ideal, pero también se pueden emplear, a
los fluidos supercriticos, liquidos ionicos, el agua, disolventes fluorados y el empleo de
soportes solidos, todos estos son conocidos como medios alternos de reaccion en la Quimica
Verde. Siendo la base de muchas de las tecnologias quimicas mas limpias y las cuales han
alcanzado un gran desarrollo comercial, tanto a niveles académicos como industriales.
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2.1.2.1 Fluidos Supercriticos
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Se define a un fluido supercritico como aquel que esta sometido a condiciones de presion y
temperatura por encima del punto critico, siendo éste el punto designado por una temperatura
critica (Tc) y una presion critica (Pc), por encima del cual no puede haber una licuefaccion al
elevar la presién o vaporizacion al aumentar la temperatura. La Figura 2 representa un
diagrama de fases donde se destaca la existencia de la region supercritica sobre el punto
critico. Tanto el punto triple como el punto critico son caracteristicos de cada sustancia. La
densidad en el punto critico se denomina densidad critica (pc). Punto critico corresponde a
las condiciones de temperatura y presion, para gas o vapor, por encima de las cuales la
sustancia ya no puede someterse a licuefaccion por incremento de presion.

Las caracteristicas basicas de mayor utilidad de los fluidos supercriticos (FSC) se muestran
en la Tabla 2.

_[ Tabla 2. Caracteristicas generales de los fluidos supercriticos

> No existe interfase gas-liquido
> La compresibilidad isotérmica se hace infinitamente positiva
> La entalpia de vaporizacion es cero

> Si la densidad se mantiene constante e igual a la densidad critica la
capacidad calorifica a volumen constante tiende al infinito
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La region supercritica también tiene propiedades que la hacen peculiar se enlistan a
continuacion:

e Densidad: La densidad por encima del punto critico depende basicamente de la
presion y la temperatura, pero esta mas cercana a la de los liquidos que a la de los
gases. La densidad aumenta si lo hace la presién a temperatura constante y si
disminuye la temperatura a presion constante.

e Baja viscosidad: La viscosidad es mucho més baja que la de los liquidos normales, lo
que le confiere propiedades hidrodinamicas muy favorables a los liquidos en esa
region

e Muy baja tension superficial: Se presenta una bajisima tension superficial que
permite una alta penetrabilidad a través de solidos porosos y lechos empaquetados.

e Alta difusividad: Se tiene mayores coeficientes de difusién que en liquidos por lo
que la transferencia de materia es mas favorable.

Adicionalmente las propiedades de la fase liquida y/o vapor son las mismas, es decir no hay
diferenciacion visible ni medible entre gas y liquido.

La sustancia mas empleada es el CO> que en estas condiciones presenta baja viscosidad, baja
tension superficial, alto coeficiente de difusion (10 veces méas que un liquido normal), que
conlleva a un alto contacto con la superficie del material y puede penetrar a pequefios poros
y rendijas de este lo que asegura una buena eficiencia en la extraccion en un corto tiempo.
En la parte final del proceso hay una remocion total del solvente y se realiza a una
temperatura baja, se disminuye la pérdida de sustancias volatiles y se evita la formacion de
sabores y olores extrafios.

El CO2 no es toxico, ni explosivo, ni incendiario, es bacteriostatico y es clasificado por la
administracion de drogas y alimentos de los Estados Unidos, FDA (Food and drug
administration) por sus siglas en inglés, como GRAS es decir generalmente reconocido como
seguro (Generally Recognized As Safe). La temperatura y presion criticas para el CO2son P
73 bary T 31°C. La Tabla 3 presenta las condiciones criticas de varios de los solventes mas
utilizados.*%

Tabla 3. Condiciones criticas de varios disolventes

Compuesto  CCIFs CO2 SFe CsH1o H>O
Te (°) 28.8 311 455 196 347.2

Pc (MPA) | 2148 7.20 3.80 3.29 21.48
p | 058 0.47 - 0.23 0.23

Un método analitico de separacion, idealmente deberia ser rapido, sencillo y barato; deberia
producir recuperaciones cuantitativas de los analitos sin pérdidas o degradaciones y pocos o
nulos productos de desecho.
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La densidad del fluido supercritico es de 100 a 1000 veces mayor que la de un gas y
comparable a la de un liquido. En consecuencia, las interacciones moleculares pueden ser
fuertes permitiendo acortar las distancias intermoleculares. Como resultado, las propiedades
de solvatacion son similares a las de los liquidos, pero con viscosidades significativamente
mas bajas y coeficientes de difusion mas altos. Al ser de 10 a 100 veces mas bajos los valores
de viscosidad y de 10 a 100 veces més altos los coeficientes de difusion respecto a los de los
liquidos hacen que la transferencia de masa de solutos en extracciones con FSC sea
significativamente mas alta que la de extracciones con liquidos, hay que resaltar que la
variacion de la densidad no es lineal respecto a la variacion de temperaturas y presiones sobre
el punto critico.l%

Como se observa en la Tabla 4, los fluidos supercriticos poseen unas propiedades fisico-
quimicas intermedias entre las de los liquidos y los gases.

Tabla 4. Propiedades fisico-quimicas de gases y liquidos en comparacién con las del
dioxido de carbono supercritico
Densidad  Viscosidad Coeficiente de Difusion

(g/mL) (g/cm?) (cm/s)

Gases | (0.1-2)10°  (1-3)10* 0.1-.04
| Te, P 0.47 3x10* 7x1010*
CO25C | 1, 6p. 1 1x10° 2x10™
Liquidos | 0.6-16  (0.2-3) 10 (0.2-2) 10°

A mediados de la década de los ochenta se empezaron a utilizar los fluidos para la separacion
de analitos de la matriz de muchas muestras para la industria debido a que este tipo de
sustancias evita muchos problemas. En la Tabla 5 se describen las ventajas de la extraccion
con fluidos supercriticos (SFE) en comparacion con otros tipos de extraccion.

_t Tabla 5. Ventajas de la extraccion con FSC

» Menores tiempos de extraccion, la velocidad de transferencia de masa
entre la matriz de la muestra y el fluido de extraccién (de 10 a 60 min.)

» El poder disolvente de la SFE

> Las recuperaciones de los analitos son sencillas

> Uso, generalmente, de un fluido no téxico, no inflamable o no corrosivo.
» Extraccion a temperaturas sin afectacion de compuestos termolébiles.

> Facil separacion de los solutos del fluido supercritico. Esto no es posible
en las extracciones convencionales, ya que en muchos casos, se crean
contaminaciones indeseables del producto.

> Alta pureza del disolvente

> Posibilidad de realizar fraccionamientos.

> Posibilidad de seleccionar el tipo de extraccion eligiendo la polaridad del
fluido, su densidad y la utilizacién o no de modificadores.

> Bajo coste del disolvente, algunos fluidos son baratos, inertes y no toxicos
se les puede eliminar facilmente dejandolos a temperatura ambiente
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La extraccion con fluidos supercriticos es una técnica que estudia las propiedades solvatantes
de un fluido por encima de su punto critico. La habilidad de un fluido supercritico para
solubilizar solidos. Sin embargo, hasta los afios cincuenta no aparecen estudios sobre
aplicaciones industriales, su empleo para eliminar las fracciones ligeras del residuo de la
destilacion del crudo, surge a partir de la década de los setentas.[*!

Las ventajas de la extraccion con fluidos supercriticos provienen de las propiedades antes
comentadas y de la compresibilidad. Los grandes cambios de densidad del fluido y, en
consecuencia, el poder de solvatacion (Tabla 6), pueden ser realizados mediante pequefios
cambios en la presion a temperatura constante al haber una gran compresibilidad si se trabaja
a temperaturas proximas a la critica.l*%

Al depender la fuerza solvatante de un fluido supercritico de su densidad, la posibilidad de
solvatacion de un fluido supercritico hacia una sustancia en particular puede ser modificada
facilmente cambiando la presion de extraccion y, en menor medida, la temperatura. Esto hace
que la extraccion con fluidos supercriticos sea selectiva. Ademas, con la propiedad de que la
transferencia de masa estd mejorada, el uso de la extraccion con fluidos supercriticos
proporciona tiempos de extraccion mas breves y una eficiencia de extraccién mejorada por
una mejor penetracion en la matriz, el poder de disolver de un fluido supercritico no podia
ser explicado exclusivamente desde el aumento de densidad.*%

—L Tabla 6. El poder para disolver de los FSC depende de dos efectos =

> Efecto de estado, que depende del estado fisico del fluido supercritico y su
principal variable es la densidad.

» Efecto quimico, que define la interaccion entre el fluido supercritico y el
soluto. Es diferente para cada soluto y depende de su polaridad,
propiedades &cido-basicas y de la formacion de puentes de hidrégeno.

En general, un incremento de la presidn a temperatura constante produce un incremento en
la solubilidad del compuesto, pero disminuye la selectividad.*”! El efecto de la temperatura
sobre la solubilidad es mas complejo, ya que ésta puede aumentar, disminuir o permanecer
invariable con el aumento de temperatura a presion constante. Este comportamiento viene
dado por un factor predominante, que puede ser la presion de vapor del soluto o la densidad
del disolvente.

A bajas presiones, la solubilidad disminuye ligeramente con el aumento de temperatura; a
altas presiones, aumenta marcadamente. En la Tabla 6 se indican dos efectos de los que
depende de poder para disolver de los FSC, el primer efecto se debe a la disminucién de la
densidad, el segundo se debe a que hay un importante aumento de la presion de vapor del
soluto frente a la pequefia variacion de la densidad del disolvente en esta zona de altas
presiones. Con una densidad determinada, la solubilidad aumenta con la temperatura. La
estructura quimica del soluto también es un factor para tener en cuenta a la hora de mejorar
su selectividad.
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Algunos factores que aumentan y disminuyen la solubilidad un FSC se presentan en la Tabla
7, de modo esquematico se pueden citar los siguientes grupos funcionales de los solutos y su
efecto beneficioso o adverso sobre su solubilidad en CO» SC:

Tabla 7. Factores que aumentan y disminuyen la solubilidad de un FSC

Aumentan la solubilidad: Disminuyen la solubilidad:
« Saturaciones « Aromaticidad
« Ramificaciones * Hidroxilos * Halogenos
« Esterificaciones * Carboxilos * Nitroderivados
» Aumento del Peso Molecular
* Aminas

Normalmente, el fluido supercritico es utilizado a una temperatura poco mayor a su
temperatura critica y a una presion significativamente mayor a su presion. Se ha estudiado
una gran variedad de fluidos supercriticos para la extraccién que cubre un amplio rango de
temperatura y presion criticas, pesos moleculares y polaridad.’! Sin embargo para la eleccion
de un fluido supercritico se debe de tomar en cuenta las propiedades descritas en la Tabla 8.

Tabla 8. Eleccion de un fluido supercritico

» La polaridad del soluto

» Poder disolvente y selectividad requeridos

> Estabilidad térmica del compuesto a extraer a la temperatura de operacion
» Limitaciones instrumentales, asociadas a la P, de algunos fluidos

» Toxicidad del fluido supercritico

El didxido de carbono es el mas usado por tener una presion critica moderada (7,2 MPa o
1044.27144 psi) y baja temperatura critica (31°C), siendo de eleccion para la extraccion de
compuestos termolabiles. Sin embargo, el CO> también tiene sus limitaciones, sobre todo
para la extraccion de compuestos polares.

Actualmente, un tema de gran interés es la correlacién y prediccion de equilibrios de fases a
alta presion. Aunque de la misma forma que para los equilibrios liquido-liquido y liquido-
solido, para los sistemas ternarios 0 mas complejos se comprueba que los FSC son
disolventes especificos que permiten realizar una extraccion selectiva o un fraccionamiento.

La Tabla 9 enlista una serie de FSC usuales con sus ventajas e inconvenientes, el agua no es
usada por las dificultades técnicas que supone trabajar a presiones por encima de su punto
critico. Podemos observar que el CO2 SC presenta mayores ventajas para utilizarse como
medio alterno de reaccién, en relacion con otros FSC.
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Tabla 9. Ventajas y desventajas de los FSC mas comunmente utilizados

Inorganicos Organicos

Propiedades CO2, NHz H0* NO CFCs HC Alcoholes
Toxicidad \Y/ D \ \ \ D
Inflamabilidad \Y/ D V V D D
Coste \Y D \Y \Y/ \Y/ D
Reactividad \Y/ D D D \ \ D
Facil _|d_ad de alcanza}r_ v D D v v Vv D
condiciones supercriticas
Agresividad ambiental \Y \% D
Gas fen condiciones v D v v v D
ambientales
Compatibilidad con detectores  V D
Polaridad D D \/ \ D \Y/

2 En la préactica no se usa como fluido supercritico.
CFCs = clorofluorocarbonos; HC= hidrocarburos V = ventaja; D = desventaja

2.1.2.1.1 Bioxido de Carbono Supercritico

El bioxido de carbono es el mas apropiado para usarse como disolvente en la extraccion con
fluidos supercriticos. Sus condiciones criticas son 31.1°C (304.2 K) y 72.8 bar las cuales lo
hacen muy atractivo para la extraccion de compuestos termolabiles, Figura 4. 19

CO
Supsronnco
72.8*"-
p/bar ' Solido Liquido
5 e
|
SAIF- ‘Punto Gas
‘triple
1.0+ .
5 i TK
1947 216.8 298.15 304.2
(Toy) (T3) (7))

Figura 4. Diagrama de fases del bioxido de carbono 2%
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Adicionalmente es un disolvente inerte, no inflamable, no explosivo, sin olor ni color y no
es costoso. Su alta densidad hace que la tasa de extraccion sea mayor que la de métodos
convencionales como la extraccion por arrastre de vapor o hidroextraccion.

La solubilidad es uno de los pardmetros termofisicos mas importantes en la aplicacion de la
tecnologia de fluidos supercriticos en los procesos de extraccidn supercritica utilizando CO..
En general, la solubilidad depende de la temperatura y la presion del sistema, ademas de la
naturaleza quimica del soluto, asi como las propiedades fisicoquimicas como el peso
molecular, polaridad y la presion de vapor de los solutos; los cuales estan relacionados con
las interacciones intermoleculares.

La extraccion requiere condiciones de presion y temperatura maximas. La temperatura
méaxima de operacion generalmente dependera de las propiedades fisicoquimicas del sustrato
a extraer, mientras la presion maxima de operacion vendra limitada por el disefio del equipo
extractor.”!

Aqui, el CO> tiene mas ventajas sobre otros disolventes gaseosos o liquidos por las causas
citadas anteriormente. El CO SC es preferible al liquido ya que las sustancias a ser extraidas
son mucho mas solubles, la relacidn de extraccion seria de 2,5 veces mas alta dada la mayor
difusividad en las condiciones supercriticas, ademas hay un mayor rango de posibles
temperaturas para operar.

50 =
45 -
40
35 4
30 4
o
= -
SRS e - S ——313.15
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0 1 T T T T T |
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Presion (Bar)
Figura 5. Grafico del estudio de la extraccion de la perezona en CO> [14

Se decidio utilizar el bioxido de carbono como fluido supercritico y de acuerdo con el
isoterma Figura 5,] donde se indica los isotermas de solubilidad de la perezona en bi6xido de
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carbono a 313.15, 323.15 y 333.15 K, donde se observa que por arriba de los 106 bar se
presenta una zona de saturacion, en la cual a pesar de que se aumente la presion, la solubilidad
de la perezona no se ve aumentada, ™ con lo que posteriormente obtienen las condiciones
de temperatura y presion para elaborar los experimentos de extraccién con CO2 SC.

Aplicacion de la extraccion con CO2 SC, algunos investigadores realizan experiencias
utilizando patrones de compuestos o0 mezclas de éstos, sin embargo, Nilsson y Hudson (1993)
resaltan que los datos obtenidos de esta manera poseen un bajo valor predictivo para un
posterior estudio con mezclas complejas,'% siendo entonces muy necesario realizar las
experiencias con muestras reales desde un principio. Por lo que se tomaron las condiciones
de estudio de la extraccion de la perezona en CO2SC (Figura 6), “Grafico de cinéticas de la
solubilidad de perezona en CO, SC”.[!4
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Figura 6. Gréafico de cinéticas de la solubilidad de perezona en CO, SC [l

En la Figura 6, los resultados refieren una tendencia asintotica, estableciendo de esta manera
que al tiempo de 4 h ya se ha logrado el equilibrio de solubilidad de la perezona en el CO>
SC por lo que el uso de este tiempo resulta adecuado en el momento de establecer las
condiciones de solubilidad.

Es importante sefialar que la buena solubilidad presentada por la perezona en el dioxido de
carbono supercritico es una consecuencia de la naturaleza no polar del fluido, asi mismo este
ultimo puede cambiar a ligeramente polar debido a la existencia de un momento cuadripolar.
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n este sentido el didxido de carbono supercritico ha sido considerado como un disolvente
hidrofobico con una polaridad equiparable a la del n-hexano, siendo este ultimo el disolvente
ideal para la extraccion de la perezona.l*!

Una vez establecidas las condiciones de maxima solubilidad de la perezona en el fluido,
bioxido de carbono supercritico como se muestra en la Figura 6 (106.460 Bar, 50°C) y
determinando 4 h como un tiempo minimo para el establecimiento del equilibrio, se procedio
a realizar el estudio con el espécimen vegetal.

2.1.3 Métodos Alternos de Activacion

Algunos de los procesos que pueden implementarse mediante la quimica verde son la
extraccion y la sintesis de productos, que permiten mediante las condiciones adecuadas
reducir los requerimientos energéticos e incrementar la eficiencia de los procesos, con la
catalisis y el disefio de sustancias quimicas seguras.[*? En la industria quimica, el uso de rutas
alternativas para la sintesis quimica es comun para reducir la emision de sustancias
contaminantes al ambiente y con ello mejorar la calidad de vida de las personas a las que les
afecta. Al respecto, de lo antes comentado debe resaltarse la vinculacion de lo dicho con el
Principio 6 de la QV.

Con respecto al tratamiento térmico clasico que implica el uso regularmente de mantilla de
calentamiento a reflujo, considerando el Principio 6 actualmente se han generado diferentes
métodos alternos de activacion, como lo son microondas el cual es un tipo de excitacion
rotacional, el infrarrojo en donde la excitacion es debido a la deformacion del enlace
molecular, el ultravioleta, el visible, y la radiofrecuencia, entre otros. Es necesario resaltar
que el fundamento de estos métodos es debido a que las moléculas absorben energia de una
radiacién[el]ectromagnética y que en consecuencia se manifiestan varios tipos de excitacion,
Tabla 10.12

Tabla 10. Energias de activacion y tipo de excitacion
E de excitacion

Region A (Kcal/mol) Tipo de excitacion

ggg: Sosmlcos + Transformaciones nucleares,
<100 nm >286 Ionizacion de moléculas

Rayos X

Ultravioleta 100-350 nm 286-82 Electrénica

Visible 350-800 nm 82-36 Electronica

Infrarrojo 0.8-300 pm 36-0.1 Deformaciones de enlace

Microondas 1 cm 10'4 Rotacional

Radiofrecuencia Metros 10-6 Transiciones de’ spin nuclear y

electronico

Otros métodos alternos de activacién alterna a la MC son la mecanoquimica (MQ), vy el
ultrasonido (US), alternativas energéticamente eficientes que evitan el uso de grandes
cantidades de disolventes.
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2.1.3.1 Tratamiento Térmico

Tradicionalmente las reacciones quimicas que necesitan calor para que se produzcan se
realizan mediante calentamiento térmico convencional, donde los reactivos son activados
lentamente mediante una fuente de calor tradicional externa (placa o manta calefactora); son
métodos lentos y poco eficientes para transferir la energia al sistema. Aunque una reaccion
sea exotérmica, regularmente hay que proporcionar energia al sistema para que se realice el
proceso y en un momento dado se aumente la rapidez de reaccion.!*!

La rapidez de una reaccion quimica
depende de diferentes factores, como
son la naturaleza de las sustancias que
reaccionan, la concentracion de estas.
En concreto, la rapidez de una reaccién
aumenta cuando se incrementa la
temperatura, puesto que se provocan
mas “choques efectivos” entre las
moléculas  reaccionantes ~ como
consecuencia del incremento de la
energia de las moléculas. Como media,
un aumento de 10 °C en la temperatura
duplica la rapidez de la reaccion.[*3]

En un proceso de calentamiento
tradicional el calor pasa de fuera del
recipiente hacia el interior de forma
que la temperatura mas elevada se
encuentra en la zona cercana a las
paredes (mas cercana a la fuente de
calor) y se va difundiendo hacia la

disolucion y los reactivos. Figura 7.

2.1.3.2 Ultrasonido

460

40

e s
| {400 ‘

| 1400

1360

360
%0

340
30 30

¢+ Supercalentamiento

8 /;\ % local

Figura 7. Gradiente de temperatura del

calentamiento convencional 3]

El ultrasonido son ondas mecéanicas longitudinales (son ondas sonoras y no se propaga en el
vacio), forman parte del espectro del sonido [**! (Figura 8), cuya frecuencia esta por encima
del espectro audible del oido humano aproximadamente 20 000 Hz.

. Hz 1 kHz
Frecuencia T : T

1 MHz 1 GHz

|
(Hz) 110" 102 10°

Infrasonidos  Sonidos [

Miisica
Sonar

T
104

¥ ] ] ]
10° 108 107 10°% 10° 10" 10"

Ultrasonidos = [Flipersonidos

Imagen de
ultrasomdo

Figura 8. Espectro de frecuencias de ondas sonoras [*°!
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Tabla 11. Rango de frecuencias del ultrasonido

20 kHz — 100 kHz « Poder del ultrasonido convencional
20 kHz — 2 MHz « Rango para la sonoquimica
5 MHz - 10 MHz e Ultrasonido de diagndstico

Las frecuencias ultrasonicas sefialadas en la Tabla 11, tienen un campo de aplicacion
relativamente grande. [** Poseen longitudes de onda comprendidas entre los 10 centimetros
y una centésima de milimetro. Los factores que intervienen para su aplicacién son: la
frecuencia, potencia radiada, la duracion de su radiacion, la velocidad de desplazamiento en
el medio y los efectos sobre el medio, la reflexion, dispersion y difraccion de estas ondas
cuando inciden o atraviesan un medio. %1 Hay que mencionar que la radiacion acustica es la
energia mecanica que se transforma en energia térmica. [*%

La sonoquimica es una rama de la quimica que estudia la capacidad de la energia transportada
por las ondas sonoras para provocar y acelerar reacciones quimicas. A diferencia de los
procesos fotoquimicos, esa energia no se desorbe por las moléculas, debido al rango extenso
de frecuencias de la cavitacion, muchas reacciones no son reproducibles, por lo tanto, cada
publicacion relacionada con el US generalmente contiene la explicacion detallada del equipo
(dimensiones, frecuencia de intensidad del US, etc.,.).[2]

Utilizan ondas de presién de ultrasonido. Una onda de presion de ultrasonido cuya frecuencia
de vibracion es superior a la capacidad auditiva del ser humano.

. C R C R C 2} C
Los efectos quimicos THAT i WL T

producidos por el US son

derivados de la creacion, $x
expansion y destruccion de
burbujas pequefas que
aparecen _cuando el liquido se e ' @ o ' @' Q Zaa)ﬁ(
esta irradiando por US. Este

fendmeno, Ilamado

“cavitacion”  Creacion  de = - ° @
burbujas de cavitacién estables T

y transitorias se observanenla p
Figura 9, genera temperaturas ‘
altas presiones en los puntos Figura 9. Ciclo de cavitacion. a) Desplazamiento, b)
definidos dentro del liquido.®  Cavitacion transitoria, ¢) Cavitacion estable, d) Presion (2!

9

¥ a

El ultrasonido genera, a su vez, vibraciones en el material objetivo. Si contiene liquidos, se
generaran millones de burbujas microscépicas, las cuales sufren rapidisimos procesos de
expansion y colapso que pueden transmitir su energia a otros materiales. Este fendmeno se
[lama E:%}/itacién y puede ser incrementado afiadiendo al medio pequefiisimas esferas de
vidrio.l
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Los fenomenos complejos de cavitacion gaseosa, explican la generacién y evolucion de
microburbujas en un medio liquido. La cavitacion se produce en aquellas reglones de un
liguido que se encuentra E
sometida a presiones de alta
amplitud que alternan
répidamente. Durante la mitad rarefaction compression rarefaction compression
negativa del ciclo de presion, el
liquido se encuentra sometido a
un esfuerzo tensional y durante
la mitad positiva del ciclo ! !
experimenta una compresion.

El resultado es la formacion Un ciclo

ininterrumpida de @ . . sw0c
. . ~ al
microburbujas  cuyo  tamafo ¢ .cien de cap

aumenta miles de veces en la  laburbuja "’“’Ir Haaes La burbuja alcanza un

alternancia de los ciclos de  (millones) AR

., (en microones)
presion como se muestra en la
Figura 10.[161 Figura 10. Ciclo de presion 4]

Colapso
tamafio inestable violento

Las microburbujas que alcanzan un tamafio critico implosionan o colapsan violentamente
para volver al tamafio original (Figura 11) la implosion supone la liberacion de toda la energia
acumulada, ocasionando incrementos de temperatura instantaneos y focales, que se disipan
sin que supongan una elevacion sustancial de la temperatura del liquido tratado. Sin embargo,
la energia liberada, asi como Compresion

el chogue mecénico asociado
al fendmeno de implosion,
afecta la estructura de las 3
células situadas en el , Expansion Implosién
microentorno. Se considera
que, dependiendo de la
frecuencia empleada y la
longitud de las ondas de
sonido, se pueden generar
diferentes cambios fisicos,
quimicos y bioquimicos que ' ' T ' '
p_ued’en emplear_se en un Tiempo (seg)

sinnimero de aplicaciones en Figura 11. Ciclo de creC|m|ento de la burbuja 'y
el campo industrial." desarrollo de la cavitacion 4

Las burbujas en la regién de mayor intensidad de cavitacion se sometieron a un movimiento
transitorio, mientras que las burbujas de la region de intensidad de mas baja cavitacion se
sometieron a movimiento estable/oscilatorio. El colapso transitorio de las burbujas que da
lugar a la temperatura y presion.[*]

Presion
Acustica

- Crecimiento Onda de Choque

T Disipacion
Formacion Gota Rapida

Radio de la burbuja

La sonicacion es la agitacion mediante ultrasonidos. Una corriente eléctrica transmite su
energia a un sistema mecanico que la convertira en vibraciones de alta intensidad que generan
ondas de ultrasonido. El fundamento para la generacion de US se basa en la deformacion
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elastica de materiales ferroeléctricos, dentro de un campo eléctrico de alta frecuencia y es
causada por la mutua atraccion de moléculas polarizadas en el campo. Para la polarizacion
de las moléculas se debe transmitir una frecuencia alternante mediante dos electrodos hasta
el material ferroeléctrico. Después se obtiene la conversion a oscilacién mecanicay el sonido
puede ser transmitido a un amplificador para finalmente transmitirse al medio. El ultrasonido
es generado por una corriente eléctrica que se transforma mediante transductores, los mas
empleados son: transductores conducidos por liquidos, de magneto rigido y piezoeléctricos,
estos ultimos transductores son los mas empleados para la generacion de sonido y tienen
cerca del 95% de eficiencia y pueden operar en todo el intervalo ultrasonico.*6]

El sonicador es el dispositivo que transforma la energia eléctrica en energia mecénica. Este
equipo genera ondas ultrasonicas por la oscilacion de los transductores piezoeléctricos con
una frecuencia aproximada de 20 kHz. En general, un aparato de ultrasonido incluye
un recipiente, lleno de agua, que puede transmitir las ondas que se emiten por los
transductores.*”) Los sonicadores se utilizan en muchos campos, por ejemplo, para romper
las paredes celulares (fragmentacion subcelular) o en la limpieza de material de laboratorio
quimico para eliminar las particulas depositadas sobre los objetos de vidrio o ceramica. Otras
aplicaciones tipicas incluyen los procesos de mezcla, homogeneizacion y desintegracion. ]

La aplicacion de las ondas ultrasénicas impone la utilizacién de una energia limpia, no
contaminante. Actualmente es considerada una técnica de procesamiento Verde, debido a
que tipicamente emplea menos tiempo, agua y energia, algunas otras ventajas se enlistan en
la Tabla 12.01%

7L Tabla 12. Ventajas del Ultrasonido

» Efectiva contra células vegetativas, esporas y enzimas

» Reduccion de los tiempos y temperaturas de proceso

» Pocos requerimientos de adaptacion en plantas ya establecidas
> Incrementos de los fendmenos de transferencia de calor

» Puede emplearse en procesos continuos o intermitentes

> Efecto sobre la actividad enzimética

La influencia de varios factores para el éxito de la aplicacion del US puede ser resumida de
la manera siguiente:[*"]

Frecuencia. El aumento de la frecuencia lleva al descenso de la produccion e intensidad de
la cavitacion en los liquidos. Este hecho puede ser explicado asi: en las frecuencias altas, el
tiempo necesario para que una burbuja que aparece como resultado de la cavitacion crezca
hasta un tamario suficiente para afectar la fase liquida es demasiado pequefio.

Disolvente. La cavitacion produce efectos considerablemente menores en los liquidos
ViSC0S0s 0 éstos con tensiones superficiales mas altas.

Temperatura. El aumento de la temperatura permite llevar a cabo la cavitacion a intensidades
acusticas mas bajas. Eso es una consecuencia del aumento de la presion de vapor del
disolvente con el aumento de la temperatura.

Intensidad. En general, el aumento de la intensidad del US fortalece los efectos producidos.
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El ultrasonido hace uso de fendmenos fisicos y quimicos que son fundamentalmente
diferentes a los que se aplican convencionalmente en las técnicas de extraccion,
procesamiento y conservacion. Ofrece ventajas en términos de productividad, rendimiento y
selectividad, ya que se obtienen mejores tiempos de proceso, mejora la calidad, reduce
riesgos quimicos y fisicos y se considera ambientalmente amigable.

2.2 Perezona

La perezona Figura 1 (pag. 2) es considerada el primer metabolito secundario aislado de
forma cristalina en el nuevo mundo, por el Dr. Leopoldo Rio de la Loza,!*! ésta también es
nombrada &cido pipitzaoico, es una quinona sesquiterpénica generalmente se obtiene
mediante la extraccion con n-hexano por calentamiento a reflujo, de la raiz del espécimen
vegetal llamado “pipitzahuac” por la medicina tradicional indigena, en el codice Badiano de
la Cruz que le atribuye un gran nimero de propiedades biolégicas. %21

En la medicina tradicional mexicana se utilizaba el extracto de perezona para el tratamiento
de varias enfermedades. Francisco Hernandez sefiala su huso como purgante para el
tratamiento de la fiebre entro otros. Maximo Martinez menciona su uso como astringente,
regenerativo, diurético y analgésico entre otras (ver Tabla 13). En el cédice florentino Shagun
indica que la raiz de Perezia (actualmente Acourtia) se utilizaba para el tratamiento de
enfermedades respiratorias.™

Las raices lefiosas de varias especies de Acourtia han sido utilizadas desde tiempos
prehispanicos de los grupos étnicos mexicanos para preparar una bebida laxante. El
compuesto activo se aislo de las raices de Acourtia hace mas de un siglo (1852) y fue
nombrado &cido pipitzaoico.l*”] Estudios demostraron que este compuesto es una quinona
sesquiterpénica que hoy se conoce como perezona. La férmula estructural de este compuesto
se muestra en la Figura 1, posee las propiedades de una quinona: es una sustancia cristalina
con un color naranja intenso; se reduce facilmente, reoxidiza espontaneamente y produce
derivados de amino (Josep-Nathan and Santillan 1986). (8]

_L Tabla 13. Otras propiedades curativas

> Antihelmintico.- Infusién de la raiz de para expulsar parasitos
instestinales, en bebida.

» Hemorroides.- Infusién de la raiz para lavados.

» Laxante.- Infusion de la raiz tiene accion laxante en bebida.

La perezona es una quinona de estructura sesquiterpénica distribuida ampliamente en el
producto natural perteneciente al género Acourtia. Por su importancia en la medicina
tradicional mexicana, en los Gltimos afios se han descubierto mas propiedades farmacologicas
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lo que ha llamado la atencion de los investigadores hacia el desarrollo de nuevos derivados
buscando potencializar o modular propiedades biol6gicas de dicho compuesto. 2%

Debido a que la prevencion del cancer a través de productos naturales ha recibido una
atencion considerable ahora se conoce el efecto citotdxico de la perezona, actualmente ha
sido probada en lineas celulares cancerosas de mama, Utero y leucemia humana K562,
obteniendo excelentes resultados, mostrando actividad apoptotica.[*®! Por otro lado, en la
literatura se ha establecido una relacion entre la estructura con grupos o fragmentos altamente
electrofilicos y la actividad bioldgica sobre proteinas, acidos nucleidos y otros metabolitos
con los grupos nucleofilicos que estas moléculas presentan, ademas se conocen alrededor de
266 farmacos generados a partir de moléculas naturales que presentan grupos electrofilicos
tales como receptores de Michael, estructuras tensionadas, ésteres, carbamatos, entre otros,
lo anterior nos permite establecer una relacién entre el carécter electrofilico y una posible
funcion bioldgica.*®!

La perezona también se puede usar como pigmento y puede formar compuestos coordinados
con metales para producir otros pigmentos de diferentes colores. Ademas, puede ser utilizada
como agente antimicrobiano.?%

2.2.1 Distribucion y Descripcion del Género Acourtia

Taxondémica geograficamente la distribucion de Acourtia se extiende hacia la seccion
norteamericana, desde la region costera del sur de California hasta la Republica del Salvador
y hacia el este hasta el centro de Texas, la mayor parte de esta seccion esta restringida a las
pendientes medias y altas de la Sierra Madre Mexicana y al altiplano de la region montafiosa
en el centro y norte de México. 12

Las especies Acourtia son erectas, en su mayoria glabradas o puntillas resinosas, perennes
caulescentes, siempre con la base del tallo mas 0 menos oxidado-lanoso, en su mayor parte
de 1-1.5 m de altura y robusto, a veces varios tallos frondosos debajo de la inflorescencia
poliforme o bréctea terminal, a veces no ramificados y terminados por una sola cabeza
grande, se alternan, en su mayoria sésiles, generalmente amplias y delgadas, hasta rigidas y
gruesas coréceas; cabezas homdgamas, a menudo aglomeradas, con 4-60 flores; corolas
homomorfas, en su mayoria color lavanda-rosa y glabros, raices fibrosas y a veces
tuberiforme.[*2%1 Se distinguen por tener flores con una cabeza, el diente exterior del labio de
la corola existe en flores marginales.[]

Es importante resaltar que el género Acourtia, anteriormente Perezia fue reestablecido por
L. Reveal y Robert M. King,?! debido a que en 1973 reevaluaron las diferencias seccionales
de la clasificacion del género. Y las especies de Norteamérica caracterizadas por sus troncos
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frondosos fueron asignadas a la seccion Acourtia. La cual posteriormente fue establecida
como un género propio.

A continuacion, se presenta un ejemplo en concreto de la reasignacion de la especie tratada
mas adelante.

“Acourtia platyphylla: (A. Gray) Reveal & King, comb. nov., based on Perezia
phatyphylla A. Gray.” 2]

2.2.2 Produccion de Perezona

A pesar de sus aplicaciones potenciales, no ha sido posible aislar la perezona de en cantidades
adecuadas para produccion industrial porque:

1. Las poblaciones naturales son muy pequefias y en muchos lugares se encuentran en
proceso de extincion.

2. Varios intentos de cultivo por métodos agricolas tradicionales no han tenido éxito.

Otra alternativa que se ha explorado para la adecuada produccion de perezona es el
establecimiento de células genéticamente transformadas o por cultivo de 6rganos. [ 201

Por ello la importancia de encontrar la manera de obtener un mayor rendimiento en las
extracciones con el empleo de diferentes métodos, para aprovechar al maximo este recurso.

En el presente trabajo se utilizo el ultrasonido como método de activacion alterna y un medio
alterno de extraccion como los fluidos supercriticos: particularmente el bioxido de carbono
supercritico, con el propdsito de realizar un estudio comparativo en contra del método
convencional de extraccion térmica a reflujo y con ello proponer una alternativa basandonos
enlaQV.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar la extraccion de perezona del espécimen Acourtia platyphylla, mediante un estudio
comparativo entre, el método de calentamiento clésico, ultrasonido y bidxido de carbono
supercritico, contribuyendo de esta manera al acervo de la quimica verde y de la perezona.

3.2 Objetivos Particulares

e Extraer selectivamente perezona de la raiz de Acourtia platyphylla empleando y
comparando la eficiencia del ultrasonido y bidxido de carbono supercritico, ademéas
del método convencional de calentamiento.

e Identificar la perezona con métodos espectroscopicos convencionales como
Espectrometria de Masas y Resonancia Magnética Nuclear de protén.

e Cuantificar la perezona mediante Resonancia Magnética Nuclear de proton.

e Encontrar las condiciones adecuadas de tiempo, temperatura y presion, en cada
método evaluado.

Con los datos del punto anterior hacer un estudio comparativo con la finalidad de encontrar
el mayor rendimiento y selectividad en la extraccion para determinar el mejor método.

4 HIPOTESIS

Un medio alterno de extraccion como el bioxido de carbono supercritico y un método alterno
de activacién como las ondas mecanicas presentes en el ultrasonido, han demostrado
efectividad en las extracciones y reacciones quimicas de diversos metabolitos secundarios.

Por ende, si se estudia comparativamente al método convencional (mantilla de calentamiento
a reflujo), el ultrasonido y el bidxido de carbono supercritico en la extraccion de perezona,
de un espécimen vegetal del género Acourtia, se podria obtener el método que genere un
mejor “rendimiento” y una mejor selectividad.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

La materia prima objeto principal de este proyecto es la “raiz de Acourtia plathyphylla” la
cual se sometio a diversos procedimientos extractivos, los cuales se describen en la Figura
12 para obtener un extracto el cual contiene la perezona, siendo esta uno de los metabolitos
que se puede obtener de la raiz, lo anterior se realiz6 con fines de cuantificar la extraccion
empleando diferentes metodos de energias alternas a la convencional, para poder encontrar
el sistema méas adecuado para la extraccion y que este a corde con los principios de la quimica
verde.

Figura 12. Diagrama de la metodologia general para la extraccion de perezona
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5.1 Recoleccion e Identificacion del Especimen Vegetal

La recoleccion del espécimen Acourtia platyphylla se llevé a cabo en noviembre 2015, en el
Estado de México, en la sierra de Guadalupe del Municipio Coacalco de Berriozabal en las
coordenadas: ladera oeste del cerro norte 1935.955 oeste 9905.424s, elevacion 9110 pies.

P o

Figura 13. Vista de los municipios con los que colinda la sierra de Guadalupe

Figura 14. Vista sierra de Guadalupe Figura 15. Ecosistema otras especies presentes

Figura 16. Ecosistema en la sierra

e

Figura 18. Sierra de Guadalupe donde se Figura 19. Ecosistema alrededores de la
recolecto suficiente espécimen cima en la sierra de Guadalupe
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5.1.1 Identificacidon Taxonomica del Espécimen Vegetal

La identificacion del espécimen recolectado (Figuras
20 ala22) se llevo a cabo en el herbario de la facultad
de ciencias de la UAEM. En donde basados en una
identificacion taxondmica se emitié el dictamen
(Figura 23), el cual indico que el espécimen

corresponde a la especie: Acourtia platyphylla.

Reino de las Plantas - Plantas

Subreino Tracheobionta - Las plantas vasculares
Superdivision Spermatophyta - Fanerogamas
Division Magnoliophyta - Las plantas con flores
Clase Magnoliopsida - Dicotileddneas
Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Compositae

Género: Acourtia

Especie: Acourtia platyphylla

Figura 21. Espécimen de Acourtia seco
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U A‘E M Universidad: Autonoma
del Estado de NMéxico

FACULTAD DE CIENCIAS
HERBARIO

DICTAMEN
DATOS DE USUARIO

Facultad de Quimica, UAEMex
DATOS DE LA PLANTA

Fecha de recepcion: 31 de Agosto de 2016
Fecha de entrega: 06 de Septiembre de 2016
Nombre comuin: snc.
Lugar de recolecta: Sierra de Guadalupe, Estado de México

TIPO DE ANALISIS
|dentificacion taxondmica
TECNICAS O METODOS EMPLEADOS
Observacion macroscopica y al microscopio estereoscopico simple, de caracteristicas
diagndsticas de género y especie; empleo de claves dicotémicas: Rzedowski G.C. y J.
Rzedowski. 2005. Flora fanerogamica del Valle de México. Instituto de Ecologia AC. Y

CONAEBIO. Patzcuaro Michoacan).

DIAGNOSIS

Familia: Compositae
Género: Acourtia

Especie: Acourtia platyphylla (A. Gray) Reveal & King

ATENTAMENTE

oA

Dr. Luis Isaac Aguilera mez
Responsable del Herbario

Figura 23. Dictamen de la identificacidn del espécimen.
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5.2 Tratamiento del Espécimen Vegetal

Se colecto e identificd el espécimen de Acourtia platyphylla, posteriormente a la raiz se le
dio un tratamiento de secado a la sombra sobre periddico a temperatura ambiente, para que
se pudiera utilizar la muestra con los métodos de extraccion. Solo se utilizd la raiz del
espécimen para realizar las extracciones por lo que se dej6 secar como se indica en la Figura
24, para que no interfiriera el agua con las extracciones.

Posteriormente se trituro el espécimen para tener una mayor superficie de contacto con ayuda
de un molino tal como se observa en la Figura 25.

Figura 25. Trituracion de la raiz a) y b)

5.3 Metodologia para la Extraccion de Perezona

Se colecto e identifico el espécimen de Acourtia platyphylla, posteriormente se le dio el
tratamiento de secado Y trituracion para utilizar 5g de muestra con los métodos tratamiento
convencional y ultrasonido, debido a la polaridad de la perezona se utilizé n-hexano como
disolvente de extraccion a utilizar. Sin embargo, para los métodos con bidxido de carbono
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supercritico se utilizaron 20g de muestra para realizar las extracciones que se describen
posteriormente.

Es importante mencionar que el presente trabajo es un continuidad de trabajos anteriores, [
121 como precedente a esta estudio se hicieron las pruebas de extraccion, estas se realizaron
con disolventes de distinta polaridad; etanol, acetato de etilo y n-hexano, se compararon por
cromatografia en capa fina (n-hexano/acetato de etilo 9:1) los dos extractos con una muestra
de perezona como referencia, y se observo que el correspondiente a n-hexano contenia
perezona, mientras que los extractos obtenidos acetato y etanol contenian compuestos no
deseados. [*¥ Es por ello que se conoce el n-hexano como disolvente de extraccion a utilizar.

5.3.1 Extraccion Cléasica (calentamiento convencional a reflujo)

Para realizar el tratamiento de extraccion térmica convencional a reflujo (ver Figura 26) se
utilizaron 5g de la raiz triturada, la cual se deposité en un matraz de bola de 100 mL, se le
afiadio 60 mL de n-hexano como disolvente, asi como el instrumental de vidrio cominmente
empleado en este tipo de metodologia (Figuras 27 y 28) y posteriormente se sometid a reflujo
con bafio térmico mediante una mantilla de calentamiento a 60°C durante 3 horas se
realizaron tres repeticiones para hacer un andlisis estadistico, para obtener un extracto de
perezona (Figura 29).

Figura 26. Diagrama para la extraccion térmica convencional

Extraccion clésica
(Calentamiento convencional a reflujo)

}

Pesado de 5 g de raiz en un matraz de bola de 100 mL

}

Anadir 30 mL de n-hexano

}

Montado del equipo como se muestra en la siguiente Figuras 27 y 28.

!

Extraccion por calentamiento a reflujo método 1: 3 h 60°C

!

Filtracion del extracto

!

Obtencion del extracto (Figura 29).
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Figura 27. El equipo de extraccion Figura 28. Extraccion clasica
convencional o clésica

Figura 29. Cristales de extraccion clasica

5.3.2 Extraccion con Ultrasonido

En la Figura 30, se describe el procedimiento para la extraccion mediante ultrasonido. La
muestra de 5g de la raiz triturada se sometié a sonicacion, la cual se deposité en un matraz
de bola de 100 mL, se le afiadié 60 mL de n-hexano como disolvente, también se agregaron
perlas de ebullicidn, y el matraz se conect6 a un tubo refrigerante el cual es el instrumental
de vidrio comunmente empleado en

-33-



Estudio comparativo de la extraccion de perezona, del espécimen Acourtia platyphylla, empleando bidxido de
carbono supercritico y ultrasonido

Figura 30. Diagrama de la extraccion por ultrasonido

< Extraccion con ultrasonido >

Pesado de 5 g de raiz en un matraz bola de 100 mL

v
Afadir 30 mL de n-hexano

v
Montado del equipo como se muestra en la Figura 31.

\4

Llenado de la tina de ultrasonido con agua

\ 4

(Extraccién método US 1.- 60°C 30 m) (Extraccién método US 2.- 60°C 1 h>

I ;

Filtracion del extracto (Figura 33) Filtracion del extracto
Obtencidn del extracto Obtencidn del extracto

Figura 31. Extraccién con Figura 32. Sonicacion
ultrasonido
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Con estos cristales de perezona obtenidos mediante sonicacion (Figura 34) se realizd el
andlisis de la respectiva cuantificacion de la perezona y esto se hace con cada método
teniendo muy en cuenta que cada método tiene dos o tres variantes de condiciones y estas
cada una se realiza por triplicado.

Figura 33. Filtracion del extracto de perezona Figura 34. Cristales de extraccion US

5.3.3 Extraccion con Bidxido de Carbono Supercritico

Otro medio alterno para llevar a cabo un proceso de extraccion lo es el CO2 SC en este caso
se uso un sistema de fluidos supercriticos (Figura 35), se presenta una descripcion del equipo
en la Figura 36. La experimentacion se llevd a cabo en el laboratorio de procesos de
extraccion de biomoléculas aplicando la Tecnologia de Fluidos Supercriticos En Facultad de
Quimica, Campus Cerrillo, UAEM a cargo de Dr. Julian Cruz Olivares.

Para realizar la extraccion CO2 SC (ver Figura 37) se utilizaron 20 g de muestra del
espécimen de Acourtia platyphylla los cuales se colocaron en la celda de rejilla contenedora
se observa en la Figura 41, a continuacion se coloco dentro del reactor y para conectarlo al
sistema (Figura 38), enseguida se purga y presuriza con bidxido de carbono hasta llegar a la
presion supercritica deseada, con este método podemos variar la presion del fluido, la
temperatura y el tiempo de extraccion. Para este caso se le aplico a la muestra una presion de
1500 psi de COz y temperaturas de 50°C por un lapso de 6, 10, 12, 24 horas, los extractos y
los cristales obtenidos se muestran en las Figuras 39 a la 44.
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Figura 36. Diagrama esquematico del sistema para fluidos supercriticos 2

. Tanque de diéxido de carbono

. Bomba de alta presion

. Transductor de presion

. Indicador de presién

. Controlador indicador de temperatura
. Celda de rejilla contenedora de la raiz
. Reactor de extraccion a alta presién

. Cabina para mantener la calefaccion

. Celda de recuperacion del extracto
10. Medidor de salida de gas himedo
11. Fuente de calor (foco)
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Figura 37. Diagrama para la extraccion con CO. supercritico

( Extraccién con CO2 supercritico >

\ 4
Pesado de 20 g de raiz en un vaso de precipitados.

v

Colocar la raiz dentro de la celda de rejilla (ver Figura 41).

\ 4
Colocar la celda de maya dentro del reactor y cerrarlo.

4

Encendido de la resistencia para que el filamento permita alcanzar la
temperatura deseada (ver Figuras 35, 36 y 38).

Llenado y purgado del equipo con CO», por medio del piston con prensa manual hasta
alcanzar la presion indicada.

<Extraccién CO2 SC>

v

v
Meétodo 1: 6 h 50°C

: Método 2: 10 h 50°C Método 3: 12 h 50°C Método 4: 24 h 50°C
Presién 1500 psi Presion 1500 psi Presion 1500 psi

Presion 1500 psi

Desfogué del CO: supercritico <

v

Obtencion del extracto
Figuras 39 a la 44.

El sistema esta integrado por tanque de COz, un piston que empaca el CO; a presion (medido
por un transductor e indicador) en el reactor, el cual tiene condiciones de temperatura
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controlada, la fuente de calor emitida por un foco de 100 watts y un sensor para medir la
temperatura del reactor.

Figura 38. Camara isotérmica del equipo de fluidos supercriticos

Figura 39. Tapa del reactor y tubo Figura 40. Obtencion de perezona en
inyector de CO> forma de finas agujas

Figura 41. Celda de rejilla contenedora  Figura 42. Formacion de cristales dentro del
de laraiz reactor cilindrico. Al cual se le
agrego metanol para recuperar los
cristales de perezona
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Figura 44. Cristales de perezona obtenidos con CO2 SC. a) y b) cristales en forma de hojuelas
obtenidos mediante la misma nucleacion del extracto obtenido por CO:
supercritico, c) cristales obtenidos directamente de la extraccion en forma de
agujas.

Esto se realizd para las cuatro variantes de condiciones que tiene la extraccion con CO2 SC,
las cuales se hicieron por triplicado para el analisis estadistico. Como se observa el método
de extraccion por fluidos supercriticos no necesito de un tratamiento pre analisis debido a la
calidad del extracto.
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5.4 Metodologia para la Cuantificacion de Perezona Presente en el
Extracto

Con los cristales de perezona obtenidos del extracto se realizaron los estudios de RMN *H,
para el andlisis y la cuantificacion de la perezona.

La preparacion de la muestra, para el analisis en el equipo de resonancia se realiz6 de la
siguiente manera: en un vial se pes6 30 mg de muestra del extracto de perezonay se adicion6
un patrén interno (1,4-dinitrobenceno) en relaciéon 3:1, disueltos en 0.7 mL CDCls. Se
trasvaso tu tubo para RMN, con ayuda de un a pipeta Pasteur. Esto se realizd para cada uno
de los extractos obtenidos.

Las muestras preparadas de extraccion clasica y de ultrasonido fueron analizadas en un
equipo de resonancia magnética Varian Mercury-300 a 3000 A 300 MHz. Pero las muestras
(Figura 45) de extraccion con bidxido de carbono supercritico se analizaron en un equipo
Varian Mercury a 500 MHz (Figura 46) del Centro Conjunto de Investigacion en Quimica
Sustentable UAEM-UNAM..

Figura 45. Muestras para RMN H Figura 46. Equipo varian para RMN *H.

Laboratorio de Resonancia Magnética Nuclear del Centro Conjunto de Investigacion en
Quimica Sustentable UAEM-UNAM.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

La identificacion de perezona se realiz6 por métodos espectroscopicos convencionales como
lo son: Andlisis Mediante Cromatografia de Liquidos Acoplada a Espectrometria de Masas
y Resonancia Magnética Nuclear de proton (RMN 'H). Sin embargo, la cuantificacion se
efectud tinicamente mediante RMN H. A continuacion, se muestran los resultados.

6.1 Anélisis Mediante Cromatografia de Liguidos Acoplada a
Espectrometria de Masas

Se identificé a la molécula de perezona mediante el analisis por cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas, en la Figura 47 se observa el cromatograma obtenido
del extracto representativo obtenido de la raiz Acourtia platyphylla.

100+

%

2: Daughters of 249ES+
249

o / e aaaass Time
-000 050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 8.0

Figura 47. Cromatograma del extracto de perezona
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En la Figura 46, se observa una sefial, LC — MS/MS: El ion extraido de la exploracién de
iones precursores de m/z 249 para la molécula de perezona, por electro ionizacién positiva,
donde el tiempo de retencion obtenido para perezona fue de 3.97 min, en la relacién
sefial/ruido requerida > 3. En el caso del perezona, el ion se detectd un fragmento de m/z =
249 que fue asignado al ion molecular protonado [M + H]" .

Debido a que la espectrometria de masas, es una técnica de analisis cualitativo, de amplia
utilizacion para para la identificacion de moléculas, por si sola 0 en combinacion con otras
técnicas de espectrofotometria, en la Figura 48 se encuentra el espectro de masas del extracto

de la perezona determinado por ESI obtenido a partir de la raiz Acourtia platyphylla.

2. Daughters of 249ES+

100 1.20e7
[M+H-56]"
193.16
[M+H-96]*
153.10
[M+H-82]"
175.14
a\q_
167.13
[M-17]*
137.05
231.20
[M+H]+.
109.21 \4
119.08 203.12 21320
29120 249.09
ol ‘IH |“I||||‘ 8 1 iz
AR LA LA L U L A Ll L LR LA LA UL L LAy LR AREE RLRRS LAREN LAY LAY LESAN LALA ALy LAY ERAAN RARAN LLLAN LALR LA AR LAY RALL LAAL WAL LN WA LA UL L |
100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

Figura 48. Espectro de masas de la perezona determinado por ESI

Perezona.- (R)-2-(1.5-dimetil-4-hexenil)-3-hidroxi-5-metil-p-bezoquinona) (1) ESI (20 eV)
m/z (% ar) [Asig]: 249.09 (5)[M+H]" " ; 231.20 (20)[M-17]", 193.16 (87)[M+H-55.93]",
175.14 (56)[M+H-73.95]*, 167.13 (38)[M+H-81.96]" , 153.10 (70)[M+H-95.99]" , 137.05
(22)[M+H-112.04]" .
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Tabla 14. lonizacion por electro spray (ESI)

m/z lon representativo
249.09 [M+H]*
231.20 [M-17]*
193.15 [M+H -56] *
153.10 [M+H -96] *

El peso molecular de la perezona es de 248.322 g/mol, la regla del nitrégeno indica que
cuando el peso molecular es par, como en este caso, los picos mas importantes son de masa
impar, y el compuesto no tendra nitrégeno.

6.2 Analisis Espectroscopico de RMN H

La resonancia magnética nuclear permitio elucidar de una mejor forma la estructura de esta
molécula (1), ™ El fundamento de la RMN *H se basa en la resonancia que tienen los ndcleos
de hidroégeno para ello se le incide cierta energia y para un nucleo desprotegido serd menor
la energia que se utiliza, estando en campo bajo, para hacer resonancia en el nucleo
(isotdpico) y se necesitard mas energia para un nucleo que esta protegido.

El espectro de resonancia magnética nuclear de la perezona que se reportado en la literatura
se muestra en la Figura 49, el cual concuerda con el espectro de RMN H experimental.

OH

- — ey — T 1
n Y 1 A e | 1 A n A A
T} 76 W WA i 15 i g

| Al |
—-.»—J\...J]m/\—-——-w w W""‘JL

Figura 49. Espectro de RMN *H de perezona reportado en la literatura (2°]
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Las caracteristicas mas significativas son las sefiales para el grupo metilo (sobre el anillo
quindnico) y para el hidrogeno en posicion adyacente. Estas sefiales son dobles con una
pequefa constante de acoplamiento (1.8 cps). Esto indica que estan acoplados en posiciones
adyacentes.?®l

En la Figura 50 se observa el espectro de RMN *H representativo obtenido del extracto de
perezona donde hace una sefializacion de la molécula de perezona con respecto a la sefial que
tiene el patrén interno: 1,4-dinitrobenceno.

14 9

Batepi a

e Patron Interno
s g 1 4-dinitrobenceno

0, T i

A 52
i 1] II![ I
I I\ H6 |.I.d ri
| OH-3 (H)
| " (1H) -
‘ i H8
(1H)
| | v
! I i A
L] & T [ 5 i 3 3 SN b b

(TR TNt :_l;
(AL 1998 [3.8%

Figura 50. Espectro de RMN *H del extracto de perezona con patrén interno

Perezona.- RMN H 300 MHz (CDCls) dppm: 7.30 ppm (s, 1D, CDCls), 7.08 ppm (s, 1H,
OH), 6.47 ppm (s, 1H, C¢H), 5.12 ppm (t, 1H, CH), 3.00 ppm (m,1H, CH), 2.06 ppm (s,
3H, CHz3), 1.84 ppm (m, 2H, CHy), 1.68 ppm (m, 2H, CH>), 1.62 ppm (s, 3H, CHz), 1.51 ppm
(s, 3H, CHa), 1.05 ppm (d, 3H, CHs).
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Las caracteristicas mas significativas de este espectro son las sefiales para el grupo metilo,
que se encuentra sobre el anillo quinénico y para el hidrégeno en la posicion adyacente las
sefiales son dobletes con una pequefia constante de acoplamiento.

Como podemos observar la sefial caracteristica de la perezona se ubica en 6.45 ppm por lo
que esta presente en el extracto. La presencia de un metilo en 8 2.05 como sefial doble (J
=1.08 Hz) y un hidroégeno vinilico en 6 6.45 como cuarteto (J =1.8 Hz), lo cual indica la
vecindad entre estos grupos en uno de los dobles enlaces de la quinona, de acuerdo con la
estructura de la perezona y tiene un grupos hidroxilo el cual se presenta a 7 ppm (Figura 1).

Para la cuantificacion de compuestos, se utiliz6 una técnica de normalizacion de areas con el
método del patrén interno para el cual se realizd una disolucion del patron interno para
conocer las sefiales que emitidas del 1,4-dinitrobenceno.

Las sefiales caracteristicas de la perezona son diferentes del 1,4-dinitrobenceno, respecto al
desplazamiento en 8.5 ppm el cual se mantuvo constante en todos los espectros de RMN *H,
debido a que se agregd una cantidad constante, se utilizd la integral de la sefial del patron
interno puesto gque es una concentracion conocida, para poder utilizar una férmula en donde
obtuvo la cantidad de perezona utilizando la integral de la misma. Asi se logro cuantificar el
extracto de perezona ya que él area de las sefiales serd diferente dependiendo de la
concentracion de perezona; por tanto, la integral indica la concentracion presente en cada
extracto llevando a cabo la cuantificacion de la perezona con base a las proporciones de las
integrales del patron y la muestra mediante la ecuacion que se muestra a continuacion.

Cantidad de perezona en muestra en mg

Integral de perezona
Protones de perezona mg de patrén interno

Integral de patron interno <PM de patron interno
Protones de patrén interno

) * PM de perezona

Donde:

Protones de perezona = 1 Nucleos de H* ; PM de perezona = 248 g/mol
Protones del patron interno = 4 Ndcleos de H" ; PM de patrén interno = 161.8 g/mol

mg de patrén interno: cantidad de 1,4-dinitrobeneno afiadida a la muestra para RMN
H. Estos datos se presentan en las tablas 16 a la 22, como: Patrén interno

Integral de patrédn interno: Los resultados se presentan en las tablas 16 a la 22, (como:
Integral patron int.) Los cuales se obtuvieron del apartado 9.2 espectros RMN *H.
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Integral de perezona: Estos resultados se presentan en las tablas 16 a la 22, como:
Integral extracto. Los cuales se obtuvieron del apartado 9.2 espectros RMN H

En el espectro de RMN *H del extracto de perezona con patron interno (Figura 50) se observa
la sefial correspondiente a la perezona y la sefial correspondiente al patrén interno.

Para determinar la sefial correspondiente a la perezona se relaciono el area de la integral
perteneciente a la sefial asignada al proton H-6 de perezona la cual permite llevar a cabo el
calculo de forma directa, debido a que pertenece a un proton que se ha observado no sufre de
cambios en su localizacion por el ambiente molecular, ademés de que la integral al provenir
de un solo hidrogeno se observa definida.

La eleccion de 1,4-dinitrobenceno como patron interno mas adecuado para la cuantificacion,
se debe principalmente a su Util caracter de originar pocas sefiales en el espectro, en este caso
se eligio a la sefial a campo alto aproximadamente a 8.4 ppm, la cual ademés se manifiesta
alejada de la sefial de la perezona y en consecuencia no interfiere con la zona de integracion
de la misma. Sumado a estas oportunas caracteristicas, el 1,4-dinitrobenceno cumple con la
condicion de ser soluble en CDClg, estable no volatil y de facil acceso.

6.3 Analisis Estadistico

Para organizar los resultados y realizar el analisis de los tratamientos de acuerdo a las
condiciones utilizadas para cada método se utilizé la siguiente nomenclatura descrita a
continuacion en la Tabla 15.

Tabla 15. Tratamiento, condiciones y homenclatura para cada método

Tratamiento Condiciones Nomenclatura
Calentamiento Clasico 1.- Reflujo 3 h 60°C Reflujo 1.- 3 h
1.-1h60°C US1.-1h
us
1.- 30 m 60°C US2.-30m

1.- 6 h 1500 psi 50°C CO2SC1.-6h

2.- 10 h 1500 psi 50°C CO2SC 2.-10h
3.-12 h 1500 psi 50°C  CO2SC 3.-12h
4.- 24 h 1500 psi 50°C CO2SC 4.- 24 h

CO2 SC

Se presentan en seguida los datos de la cantidad de raiz utilizada y los resultados del extracto
obtenido, asi como los resultados del anélisis espectroscopico de los extractos de RMN H
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(los espectros de RMN *H utilizados para la cuantificacion se presentan en el apartado 9.2)
reportados como integral del extracto e integral del patrén interno en las Tablas 16 a la 22.

Los resultados se presentan a continuacion: en el método clésico se observan en la Tabla 16,
asi como para el método de ultrasonido el cual tiene dos variantes se encuentran en las Tablas
17y 18.

Tabla 16. Resultados de la extraccion con Reflujo 1.- 3 h

Espe- Raiz Extracto Extracto Extracto  Integral  Patrén Integral
ctro rendimiento RMNH extracto  interno patrén int.
(mg)  (mg) % (mg) (mg)
1 5000 223.00 4.46 30 1.31 10 11.92
2 5000 218.00 4.36 30 1.28 10 13.47
3 5000 214.00 4.28 30 1.25 10 12.73
Prom. 5000 218.33 4.37 30 1.28 10 12.71

Tabla 17. Resultados de la extraccion con US 1.-1 h

Espe- Raiz Extracto Extracto Extracto  Integral = Patrén Integral
ctro rendimiento RMNH extracto interno patrén int.
(mg)  (mg) % (mg) (mg)
4 5000 430.00 8.60 30 2.30 10 6.57
5 5000 434.00 8.68 30 3.04 10 9.14
6 5000 400.00 8.00 30 2.64 10 7.10
Prom. 5000 421.33 8.43 30 2.66 10 7.60

Tabla 18. Resultados de la extraccion con US 2.- 30 m

Espe- Raiz Extracto Extracto Extracto = Integral = Patrén Integral
ctro rendimiento = RMN !H | extracto = interno patrén Int.
(mg)  (mg) % (mg) (mg)
7 5020 425.00 8.47 30 3.10 10 7.69
8 5000 413.00 8.26 30 2.33 10 6.31
9 5000 410.00 8.20 30 2.02 10 4.75
Prom. 5007 416.00 8.31 30 2.48 10 6.25

El método de bidxido de carbono supercritico tiene cuatro variantes de condiciones que se
presenta en las Tablas 19 a la 22, ademas cada método de extraccion se realizo por triplicado
para el andlisis estadistico.

-47 -



Estudio comparativo de la extraccion de perezona, del espécimen Acourtia platyphylla, empleando bidxido de
carbono supercritico y ultrasonido

Tabla 19. Resultados de la extraccion con CO>, SC 1.-6 h

Espe- Raiz = Extracto Extracto Extracto Integral = Patrén Integral
ctro rendimiento RMN *H extracto interno patron int.
(mg) = (mg) % (mg) (mg)
10 20000 378.30 1.89 30 1.31 20 11.92
11 20000 521.20 2.61 30 0.26 20 2.94
12 20000 435.20 2.18 30 0.94 10 3.39
Prom. | 20000 444.90 2.22 30 0.84 16.67 6.08

Tabla 20. Resultados de la extraccién con CO2 SC 2.- 10 h

Espe- Raiz = Extracto Extracto Extracto Integral = Patrén Integral
ctro rendimiento RMN *H extracto interno patron int.
(mg) = (mg) % (mg) (mg)
13 20003 571.30 2.86 30 291 10 9.19
14 20005 664.50 3.32 30 2.74 10 9.58
15 20024 620.70 3.10 30 1.85 10 4.07
Prom. 20011 618.83 3.09 30 2.5 10 7.61

Tabla 21. Resultados de la extraccion con CO, SC 3.-12 h

Espe- Raiz Extracto Extracto Extracto  Integral  Patron Integral
ctro rendimiento  RMN!H  extracto interno Patron int.
(mg)  (mg) % (mg) (mg)
16 20000 623.70 3.12 30 0.91 10 2.08
17 20000 @ 464.90 2.32 30 2.92 10 7.80
18 20000 471.40 2.36 30 2.80 10 7.50
Prom. 20000  520.00 2.60 30 2.21 10 5.79

Tabla 22. Resultados de la extraccién con CO, SC 4.- 24 h

Espe- Raiz = Extracto Extracto Extracto = Integral | Patrén Integral
ctro rendimiento = RMNH  extracto | interno @ patron int.
(mg)  (mg) % (mg) (mg)
19 | 20000 743.20 3.72 30 2.35 10 6.73
20 20000 449.20 2.25 30 1.72 10 4.85
21 20000  605.10 3.03 30 2.04 10 5.44
Prom. 20000 599.17 3.00 30 2.04 10 5.67

Con los resultados anteriormente presentados se realizo la cuantificacion de perezona en cada
método posteriormente se procedié al analisis estadistico.
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El tratamiento de resultados de la cuantificacidn de las extracciones se presenta de la Tablas
23 a la 29, asi se determind la cantidad de perezona existente en el extracto y el porcentaje
de la misma presente en la raiz de acuerdo a cada método.

Tabla 23. Cuantificacion y rendimientos de la extraccion con Reflujo 1.- 3 h
Perezona en

muestra de 30 mg Extracto Raiz
(mg) % (mg) % %
6.49 21.62 48.21 21.62 0.96
5.61 18.69 40.75 18.69 0.81
5.79 19.32 41.34 19.32 0.83
Prom. 5.96 19.88 43.43 19.88 0.87

Tabla 24. Cuantificacion y rendimientos de la extraccion con US 1.- 1h
Perezona en

muestra de 30 mg extracto Raiz
(mg) % (mg) % %
20.66 68.86 296.11 68.86 5.92
19.63 65.43 283.95 65.43 5.68
21.94 73.14 292.57 73.14 5.85
Prom. 20.74 69.14 290.88 69.14 5.82

Tabla 25. Cuantificacion y rendimientos de la extraccion con US 2.- 30 m
Perezona en

muestra de 30 mg extracto Raiz
(mg) % (mg) % %
23.79 79.30 337.01 79.30 6.71
21.79 72.64 299.98 72.64 6.00
25.10 83.65 342.98 83.65 6.86
Prom. 23.56 78.53 326.66 78.53 6.52

Tabla 26. Cuantificacion y rendimientos de la extraccion con CO2 SC 1.- 6 h
Perezona en

muestra de 30 mg Extracto Raiz
(mg) % (mg) % %
12.97 43.24 163.56 43.24 0.82
10.44 34.79 181.34 34.79 0.91
16.36 54.54 237.38 54.54 1.19
Prom. 13.26 44.19 194.09 44.19 0.97
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Tabla 27. Cuantificacion y rendimientos de la extraccion con CO2 SC 2.- 10 h
Perezona en

muestra de 30 mg Extracto Raiz
(mg) % (mg) % %
18.69 62.29 355.85 62.29 1.78
16.88 56.26 373.85 56.26 1.87
26.82 89.41 554.99 89.41 2.77
Prom. 20.80 69.32 428.23 69.32 2.14

Tabla 28. Cuantificacion y rendimientos de la extraccion con CO; SC 3.- 12 h
Perezona en

muestra de 30 mg Extracto Raiz
(mg) % (mg) % %
25.82 86.06 536.76 86.06 2.68
22.09 73.64 342.35 73.64 1.71
22.03 73.44 346.19 73.44 1.73
Prom. 23.31 77.71 408.43 77.71 2.04

Tabla 29. Cuantificacion y rendimientos de la extraccién con CO; SC 4.- 24 h
Perezona en

muestra de 30 mg Extracto Raiz
(mg) % (mg) % %
20.61 68.69 510.48 68.69 2.55
20.93 69.76 313.36 69.76 1.57
22.13 73.77 446.36 73.77 2.23
Prom. 21.22 70.74 423.40 70.74 2.12

Ya obtenido el porcentaje promedio de perezona en el extracto se calculd la desviacion
estandar (S) y error estandar (SEx) de cada método como se observa en la Tabla 30.

Tabla 30. Célculo de error estandar para perezona en el extracto
Prom. perezona

en extracto S SEx
Reflujo 1.- 3 h 19.88 1.54 0.8898
US1.-1h 69.14 3.87 2.2319
US2.-30 m 78.53 5.55 3.2035
C0O2SC1.-6h 44.19 9.91 5.7220
C0O2SC2.-10h 69.32 17.66 10.1957
CO2SC3.-12h 77.71 7.23 41742
C0O2SC4.-24h 70.74 2.68 1.5453
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En la Tabla 31 se muestra la desviacion estandar promedio de la perezona presente en
extracto con una r? igual a 97.

Tabla 31. Porcentaje de perezona en el extracto
r? extracto 97.64972545
S extracto 0.402545427

La siguiente grafica presenta el contenido promedio de perezona en extracto de cada método
de extraccion

% Perezona en Extracto
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Grafica 1. Porcentaje de la extraccion perezona en el extracto para cada método

Como se aprecia en la Gréafica 1 el mejor método de extraccion en cuanto a la selectividad
fue utilizando la sonicacion (US 2.- 30 m) con n-hexano como disolvente mayor a 78%,
seguido por el CO> SC 3.- 12 h con un 77% y de perezona en extracto con estos métodos se
obtiene mayor cantidad de perezonay por ende tienen mejor selectividad.

Después se encuentran a los métodos CO2 SC 4.- 24 h con 70%, CO> SC 2.-10 hy US 1.-
1h con el 69% de perezona presente en extracto.
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El método convencional de Reflujo 1.- 3 h genero menor porcentaje de perezona y por lo
tanto el que menor selectividad en extracto presenta en comparacion con los otros métodos.

Las diferencias de los valores medios se analizaron mediante la prueba analisis de varianza
(ANOVA) y la diferencia significativa honesta de Tukey para los resultados, empleando un
intervalo de confianza del 95%, para perezona en el extracto.

Para continuar con el analisis se procedio a realizar, analisis de varianza de un factor (Tabla

32), analisis de varianza (Tabla 33), la prueba de Tukey (Tablas 34 y 35) de perezona en
extracto y asi poder comparar la validez estadistica de los métodos entre si (Tabla 36).

Tabla 32. Anélisis de varianza de un factor para perezona en el extracto

Resumen
Grupos | Cuenta Suma | Promedio Varianza

Reflujo 1.- 3 h 1 3 2.61 0.87 0.01
US1l-1h 2 3 17.45 5.82 0.02
US2.-30m 3 3 19.57 6.52 0.21
CO.SC1.-6h 4 3 2.91 0.97 0.04
CO.,SC2.-10h 5 3 6.42 2.14 0.30
CO.,SC3.-12h 6 3 6.13 2.04 0.31
CO,SC4.-24h 7 3 6.35 2.12 0.25

Tabla 33. Analisis de varianza para perezona en el extracto

Origende las Sumade Gradosde Promedio de - Valor critico
.. : F  Probabilidad
variaciones  cuadrados libertad  los cuadrados para F
Entre grupos 94.25 6 15.70 96.94 1.368E-10 2.84
Dentro de los 9 26 14 0.16
grupos
Total 96.52 20

Tabla 34. Valores para prueba de Tukey para perezona en el extracto

Error estandar de las medias 0.232409711
Valorde T 3.58
Diferencia Significativa (Error Est.*T) 0.8320
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La diferencia respecto al porciento de perezona contenida en el extracto, de cada método en

comparacion con los mismos se encuentran en la Tabla 35.

Tabla 35. Valores de diferencias entre los extractos de perezona para cada método

RF US CO.SC
% Perezona -
en extracto Reflujo us uUS CO2SC | CO2SC [ CO2SC | CO2SC
1-3h | 1-1h | 2-30m | 1.-6h | 2.-10h | 3.-12h | 4.-24h

Reflujo 1.- 3 h 0 49.26 58.65 24.31 49.44 57.83 50.86
US1-1h 49.26 0 9.38 24.95 0.17 8.56 1.59
US2.-30m 58.65 9.38 0 34.33 9.20 0.81 7.79
CO2SC1.-6h 24.31 24.95 34.33 0 25.12 33.52 26.54
CO2,SC2.-10h 49.44 0.17 9.20 25.12 0 8.39 1.41
CO2SC3.-12h 57.83 8.56 0.81 33.52 8.39 0 6.97
CO2SC4.-24h 50.86 1.59 7.79 26.54 1.41 6.97 0

A continuacion, se resaltan cada uno de los métodos donde NDS: No tienen diferencia
significativa y SDS: Si tienen diferencia significativa, respecto al porcentaje de perezona
presente en el extracto.

Tabla 36. Diferencias significativas para la prueba de Tukey de la perezona presente en el

extracto
% Perezona RF us CO, SC
en extracto Reflujo us UsS CO,SC|CO2SC|CO2SC | CO2SC
1-3h | 1.-1h | 2-30m | 1.-6h | 2-10h | 3.-12h | 4.-24h
Reflujo 1.-3 h NDS SDS SDS SDS SDS SDS SDS
US1l-1h SDS NDS NDS SDS NDS NDS NDS
US2.-30m SDS NDS NDS SDS NDS NDS NDS
CO2SC1.-6h SDS SDS SDS NDS SDS SDS SDS
CO2SC2.-10h SDS NDS NDS SDS NDS NDS NDS
C0O2SC3.-12h SDS NDS NDS SDS NDS NDS NDS
CO,SC4.-24h SDS NDS NDS SDS NDS NDS NDS

De acuerdo a la Tabla 36 se deduce que el US 1.- 1h y US 2.- 30 m, son estadisticamente
iguales con los métodos CO, SC 2.- 10 h, CO2 SC 3.- 12 h 'y CO2 SC 4.- 24 h es decir no
tienen diferencia significativa. Sin en cambio los métodos que si presentan diferencia
significativa son Reflujo 1.- 3 h y CO2 SC 1.- 6 h respecto al rendimiento que presenta el
extracto de perezona.
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Se realizé el mismo tratamiento para el calculo porcentaje promedio perezona presente en la
raiz se calcul6 la desviacion estandar (S) y error estandar (SEx) de cada método se muestran
en la Tabla 37, para posteriormente obtener la desviacion estdndar promedio de la perezona
presente en raiz (ver Tabla 38).

Tabla 37. Célculo de error estandar para perezona en la raiz
Prom. perezona

en raiz S SEx

Reflujo 1.-3 h 0.8686 0.0830 0.0479
US1.-1h 5.8175 0.1251 0.0722
US2.-30m 6.5242 0.4601 0.2656
C0O2SC1.-6h 0.9705 0.1926 0.1112
C0O2SC2.-10h 2.1398 0.5490 0.3170
C0O2SC3.-12h 2.0422 0.5557 0.3209
C0O2SC4.-24h 2.1170 0.5027 0.2902

Tabla 38. Porcentaje de perezona en la raiz
r? raiz 88.99219297
S raiz 39946

A continuacion, se presentan los resultados del porcentaje de la extraccion perezona en la
raiz para cada método:

Como puede observarse en la Gréafica 2 el mejor método de extraccion fue utilizando la
sonicacién US 2.- 60°C 30 m siendo mayor a 6.5% de perezona presente en raiz, asi seguido
por el US 1.- 60°C 1 h con un valor de 5.8% de extraccion, dicho de otro modo con estas
técnicas se obtiene el mejor rendimiento del proceso pero también podemos agregar a esto
que se logroé disminuir el tiempo comparado al método convencional de reflujo que se da por
tres horas y que genera alrededor del 0.86% de extraccion de perezona en raiz.

Los resultados en fluidos supercriticos tienen mayor extraccion CO2 SC 2.- 10 hy CO2 SC
4.- 24 h ambos con 2.1%, CO2 SC 3.- 12 h con 2%, CO> SC 1.- 6 h presenta 0.97%, los
métodos por CO2 SC brindan una calidad de cristales mas puros y no tiene que esperar una
cristalizacion ni hacer una purificacion. Por Gltimo, el método convencional con 0.86% arroja
el menor porcentaje de rendimiento del proceso.
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Grafica 2. Porcentaje de la extraccion perezona en la raiz para cada método

Siguiendo con el analisis se procedio a realizar, un andlisis de varianza de un factor que se
muestra en la Tabla 39, el andlisis de varianza el cual se presenta en la Tabla 40, la prueba
de Tukey (Tablas 41 y 42) de perezona en raiz y en la Tabla 43 se observa la validez
estadistica de los métodos comparados entre si, del porcentaje de perezona contenida en la
raiz.

Tabla 39. Anélisis de varianza de un factor para perezona en la raiz
Resumen

Grupos = Cuenta Suma | Promedio Varianza
Reflujo 1.- 3 h 1 3 2.6058 0.8686 0.0068

US1-1h 2 3 17.4525 = 5.8175 0.0156
US2.-30m 3 3 19.5726  6.5242 0.2116
CO:SC1.-6h 4 3 2.9113 0.9704 0.0371
CO2SC2.-10h 5 3 6.4193 2.1397 0.3014
CO2SC3.-12h 6 3 6.1264 2.0421 0.3088
CO2SC4.-24h 7 3 6.3510 2.1170 0.2527
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Las diferencias de los valores medios se analizaron mediante la prueba ANOVA vy la
diferencia significativa con la prueba de Tukey para los resultados, se utilizd una
significancia estadistica de p<0.05.

Tabla 40. Anélisis de varianza para perezona en la raiz

Origende las Sumade Gradosde Promedio de - Valor critico
. . F Probabilidad
variaciones  cuadrados libertad  los cuadrados para F
Entre grupos 94.25 6 15.70 96.94 1.368E-10 2.84
Dentro de los 926 14 0.16
grupos
Total 96.52 20

Tabla 41. Valores para Prueba de Tukey para perezona en la raiz

Error estandar de las medias 4.9647
Valorde T 3.58
Diferencia Significativa (Error Est.*T) 17.77

Las diferencias significativas respecto al porciento de perezona contenida en la raiz, de cada
método en comparacion con los mismos se encuentran en Tabla 42.

Tabla 42. Valores de diferencias entre cada método para perezona en la raiz

RF us CO2SC

% Perezona | Reflujo us UsS CO,SC | CO,SC | CO.SC | CO2SC

en raiz 1.-3h 1.- 1h 2-30m | 1.-6h |2-10h|3.-12h | 4.-24h
Reflujo 1.- 3 h 0 4.94 5.65 0.10 1.27 1.17 1.24
US1l-1h 4.94 0 0.70 4.84 3.67 3.77 3.70
US2.-30m 5.65 0.70 0 5.55 4.38 4.48 4.40
CO,SC1l.-6h 0.10 4.84 5.55 0 1.16 1.07 1.14
C0O2SC2.-10h | 1.27 3.67 4.38 1.16 0 0.09 0.02
C0O,SC3.-12h | 117 3.77 4.48 1.07 0.09 0 0.07

CO,SC4.-24h 1.24 3.70 4.40 1.14 0.02 0.074 0

A continuacion, se muestra la prueba de Tukey de cada uno de los métodos donde, NDS: No
tienen diferencia significativa y SDS: Si tienen diferencia significativa en cuanto al porciento
de perezona contenida en la raiz.
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Tabla 43. Diferencias significativas para la prueba de Tukey de la perezona contenida en la

raiz
% Perezona RF US CO, SC
Reflujo us UsS CO,SC | CO,SC | CO2SC | CO2SC
en raiz 1.-3h 1.-1h 2-30m | 1.-6h | 2-10h | 3.-12h | 4.-24h
Reflujo 1.-3 h NDS SDS SDS NDS SDS SDS SDS
US 1.-1h SDS NDS NDS SDS SDS SDS SDS
US2.-30m SDS NDS NDS SDS SDS SDS SDS
C0,SC1-6h | NDS  SDS sDS | NDS | sbs  sDS  sDs
C0O2SC2.-10h SDS SDS SDS SDS NDS NDS NDS
CO,SC3.-12h | SDs  sDs SDS SDS NDS | NDS | NDS
C0O2SC4.-24h SDS SDS SDS SDS NDS NDS NDS

En la Tabla 43 se resalta que los métodos de Reflujo 1.- 3h'y CO, SC 1.- 6 h respecto a los
rendimientos que presenta la perezona contenida en la raiz no tienen diferencia significativa

entre ellos.

Por otro lado, el US 1.- 1h y US 2.- 30 m, son estadisticamente iguales entre ellos y los
métodos CO2 SC 2.- 10 h, CO, SC 3.- 12 h'y CO, SC 4.- 24 h lo cuales no tienen diferencia
significativa entre si. Sin en cambio los métodos que si presentan diferencia significativa con
respecto al rendimiento que presenta la perezona contenida en la raiz son Reflujo 1.-3 hy

CO2SC 1.-6 h.
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6.4 Anélisis Comparativo del Consumo Energético de los Métodos
Extraccion de Perezona

También realizé un analisis del consumo energético de los diferentes métodos como se
muestra en la Tabla 44, debido a que es importante para realizar una evaluacion con los
resultados anteriormente obtenidos.

Tabla 44. Comparacién del consumo energético de los diferentes métodos

Requerimiento Tiempo Muestra ~ Consumo
Extraccion Método energeético h P tratada  energético
W ht mg kJ
Clasica Reflujo 1.- 3 h 152 3 5000 0.456
) US1-1h 1 5000 0.160
Ultrasonido 160

US2.-30m 0.5 5000 0.080
CO2SC1.-6h 100 6 0.360
CO, SC CO2SC2.-10h 100 10 20000 0.600
CO2SC3.-12h 100 12 0.720
CO2SC4.-24h 100 24 1.440

Para hacer la misma comparacion los métodos de extraccion clasica y US se multiplicaron
para igualar la muestra tratada a 20000 mg, quedando para Reflujo 1.- 3 h = 1.8024 kJ, US
1.-1h=0.640kJy US 2.- 30 m = 0.320 kJ

Se observa que la extraccion clasica es la que requiere mayor consumo energético con 1.8024
kJ, seguida de CO2 SC 4.- 24 h con 1.440 kJ. Posteriormente de CO> SC 3.-12 h, US 1.- 1h
con 0.640 kJ, CO, SC 2.- 10 h y CO2 SC 1.- 6 h respectivamente. EI método que menor
consumo energético presento fue US 2.- 30 m.
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7 CONCLUSIONES

Para concluir los resultados de la extraccion de perezona en la raiz mediante los tratamientos
estudiados se muestran en la Grafica 2, en donde, la irradiacion con US 2.- 30 my 1 h
obtuvieron un mayor porcentaje de perezona. En el caso de activacion por ultrasonido la cual
obtuvo mejores resultados, debido a que favorece la lisis celular facilitando la liberacion de
su contenido y por ende la extraccion. Teniendo en cuenta que estos dos métodos antes
mencionados permiten una mayor interaccion entre el disolvente y los compuestos a extraer,
se obtuvo que la cantidad de extracto es mayor en comparacion con los tratamientos de CO»
SC vy el térmico convencional, cuyas cantidades de perezona extraida en la raiz fueron
menores. Sefialando que estos dos ultimos requieren de tiempos de extraccion prolongados y
los rendimientos obtenidos son bajos.

Por otro lado, se conoce que la solubilidad de la perezona en bioxido de carbono supercritico
afecta de una manera directa las membranas celulares de los compuestos bioldgicos, puesto
que esto permite que el disolvente penetre y lleve a cabo la extraccion. Es importante sefialar
que la buena solubilidad presentada por la perezona en el diéxido de carbono supercritico es
una consecuencia de la naturaleza no polar del fluido, es decir del biéxido de carbono
supercritico permitiendo asi, una mayor extraccion de la perezona. En contraste la activacion
por el ultrasonido y el medio de reaccion alterno CO2 SC resultd en una cantidad de perezona
menor, esto puede explicarse debido al tiempo en que ocurre la transferencia de masa entre
la matriz, la muestra y el fluido de extraccion permitiendo asi que estos interactien
sencillamente con la muestra, debido a la densidad del fluido supercritico las interacciones
moleculares pueden ser fuertes permitiendo acortar las distancias intermoleculares. Como
resultado, las propiedades de solvatacion son similares a las de los liquidos, pero con
coeficientes de difusion 10 a 100 veces mas altos, esto se debe a que la transferencia de masa
de solutos en extracciones con el bioxido de carbono supercritico es significativamente mas
alta a diferencia de las extracciones con liquidos, en consecuencia, la eficiencia de extraccion
€S mayor por una mejor penetracion en la matriz.

Como se observa en la Grafica 1 la selectividad aumenta conforme aumenta el tiempo de
interaccion hasta las 12 h (del 1 al método 3 de CO2 SC), en la Grafica 2 el rendimiento
aumenta en 6 y 10 h, pero al llegar a las 12 y 24 h decrece por lo tanto la eficiencia de la
activacion se ve disminuida. EI CO2 SC es un disolvente poco polar y es importante destacar
que es mas facilmente la separacion de los solutos del fluido supercritico. Esto no es posible
en las extracciones convencionales en muchos casos, lo que crea contaminaciones
indeseables del producto.

Cumpliendo asi con los objetivos planteados y siguiendo los puntos de la QV puesto que se
cumplen notoriamente dos de ellos, se logré realizar la extraccion de: perezona a partir de la
raiz de Acourtia platyphylla empleando un método no convencional de activacion siendo
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este el ultrasonido, ademas se obtuvo mejor selectividad y rendimiento de proceso, ambos
utilizando un menor consumo energético con el US 2.- 30 m, también podemos agregar a
esto que se logrd disminuir el tiempo (comparado al método convencional) y un medio de
reaccion como el bioxido de carbono supercritico con excelente selectividad y calidad debido
a que los resultados en fluidos supercriticos tienen mayor extraccion alrededor del 2%, 1.2%
mas que el reflujo convencional pero nos brindan una buena calidad de cristales, tanto como
un considerable rendimiento de proceso (puesto que es mayor al tratamiento convencional)
para las tres ltimas variantes, y buen consumo energético para las tres primeras variantes.
Sin embargo, la variante de CO2> SC 1.-6 h fue similar en comparacion al método de
extraccion clasica reflujo durante 3 h en cuanto a selectividad y rendimiento del proceso.

Como podemos observar en la Grafica 1 el mejor método de extraccién en cuanto a la
selectividad fue utilizando la sonicacion (US 2.- 30 m) con n-hexano como disolvente mayor
a 78%, seguido por el CO2 SC 3.- 12h con un 77% Yy de perezona en extracto con estos
métodos se obtiene mayor cantidad de perezona y por ende tienen mejor selectividad.
Después podemos observar al CO2 SC 4.- 24 h con 70%, CO> SC 2.-10hy US 1.- 1 h con
el 69% de perezona presente en extracto. EI método convencional de Reflujo 1.- 3 h genero
menor porcentaje de perezona y por lo tanto el que menor selectividad en extracto presenta
en comparacion con los otros métodos. Para evaluar la presencia de diferencias significativas
entre las cantidades de perezona obtenidas por los distintos tratamientos se realiz6 un analisis
estadistico con la prueba de Tukey empleando un intervalo de confianza del 95%. Los
resultados de este tratamiento estadistico determinaron que los métodos de US 2.- 30 my US
1.- 1h tienen una mayor cantidad de perezona extraida los cuales son estadisticamente iguales
con los métodos CO, SC 2.- 10 h, CO2 SC 3.- 12 h 'y CO2 SC 4.- 24 h es decir no tienen
diferencia significativa. En comparacion al tratamiento convencional. Reflujo 1.- 3 h'y CO>
SC 1.- 6 h respecto a los rendimientos que presenta el extracto de perezona. Si presentan
diferencia significativa (Tabla 36).

También se evalud la igualdad estadistica con respecto al rendimiento del proceso entre los
métodos, el US 1.- 1h y US 2.- 30 m, la cantidad de perezona contenida en la raiz los cuales
son estadisticamente iguales entre ellos y los métodos CO, SC 2.- 10 h, CO, SC 3.-12 hy
CO. SC 4.- 24 h en los que no hay diferencia significativa entre si. Sin en cambio los métodos
que si presentan diferencia significativa son CO2 SC 1.- 6 h. y Reflujo 1.- 3 h en comparacion
son estadisticamente similares pero el tratamiento térmico convencional requiere un menor
tiempo (Tabla 43).

Cumpliendo con el protocolo de Quimica Verde, haciendo énfasis en los principios 5y 6 se
cubrieron plenamente los objetivos iniciales planteados, se logro llevar a cabo un analisis de
la extraccion de perezona con una fuente alterna de energia (US) y con un medio alterno de
reaccion (CO2 SC), ambos tienen incidencias sobre el desarrollo de nuevas metodologias para
la extraccion de un producto natural de interés farmacoldgico.
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9 APENDICE

9.1 Condiciones experimentales

LC/MS/MS
Waters Acquity SDS Method

Run Time: 5.00 min

Comment:

Solvent Selection A: A1

Solvent Selection B: B1

Low Pressure Limit: O psi

High Pressure Limit: 15000 psi

Solvent Name A: Water0.01%FormicAcid
Solvent Name B: Acetonitrile 0.01% Formic acid
Switch 1: No Change

Switch 2: No Change

Switch 3: No Change

Seal Wash: 5.0 min

Chart Out 1: System Pressure

Chart Out 2: %B

System Pressure Data Channel: No

Flow Rate Data Channel: No

%A Data Channel: No

%B Data Channel: No

Primary A Pressure Data Channel: No
Accumulator A Pressure Data Channel: No
Primary B Pressure Data Channel: No
Accumulator B Pressure Data Channel: No
Degasser Pressure Data Channel: No
[Gradient Table]

Time(min) Flow Rate %A %B Curve

1. Initial 0.600 99.0 1.0 Initial
2.1.200.60099.01.06

3. 3.80 0.600 10.0 90.06

4. 4.00 0.600 10.090.06
5.4.100.60099.01.06
6.5.000.60099.01.06

Run Events: Yes

Gradient Start (Relative to Injection): O uL
Participate in pre-analysis: No

Waters Acquity Autosampler Method

Run Time: 5.00 min

Comment:

Load Ahead: Disabled

Injection Mode: Partial Loop

LoopOffline: Disable

Weak Wash Solvent Name: Water/Acetonitrile
Weak Wash Volume: 900 uL

Strong Wash Solvent Name: Acetonitrile
Strong Wash Volume: 300 uL

Target Column Temperature: 30.0 C
Column Temperature Alarm Band: Disabled
Target Sample Temperature: 10.0 C
Sample Temperature Alarm Band: Disabled
Full Loop Overfill Factor: Automatic
Syringe Draw Rate: Automatic

Needle Placement: 0.1

Pre-Aspirate Air Gap: Automatic
Post-Aspirate Air Gap: Automatic

Column Temperature Data Channel: No
Ambient Temperature Data Channel: No
Sample Temperature Data Channel: No
Sample Qrganizer Temperature Data Channel: No
Sample Pressure Data Channel: No

Switch 1: No Change

Switch 2: No Change

Switch 3: No Change
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Switch 4: No Change

Chart Out: Sample Pressure
Sample Temp Alarm: Disabled
Column Temp Alarm: Disabled
Run Events: Yes

Needle Qverfill Flush: Automatic
Nolnjection: false

End Of Report

Initial States
Stop flow
Switch 2
Switch 3
Switch 4
Infusion
Flow state
Flow rate
Reservoir
Refill

API Probe Delay Temp

Run events

Number Of Functions

Function 1 : MRM of 3 mass pairs, Time 0.00 to 5.00, ES+ (PEREZONE)

No Change
No Change
No Change
No Change
No Change
LC

5 plfmin
No Action
No Action
20°C

Yes

4

Type MRM

lon Mode ES+

Inter Channel Delay (sec) -1.000

InterScan Time (sec) -1.000

Span (Da) 0.1

Start Time (min) 0.0

End Time (min} 5.0

Ch Prat(Da) Dau{(Da) Dwell(s) Cone(V) Coll(eV) Delay(s) Compound

1154950 15320 0.008  15.00 15.00 -1.000 PEREZONE
2 loualion 193015 0.008 15.00 15.00 -1.000 PEREZONE
5 2d9.00 ' 231 0 0.008 15.00 15.00 -1,000 PEREZONE

Function 2 : Daughter Scan, Time 0.00 to 5.00, Mass 50.00 to 350.00 ES+

Daughters of

Type

lon Mode

Data Format

Start Mass

End Mass

Scan Time (sec)
InterScan Time (sec)
Start Time (min)

End Time (min)
Cone Voltage (V)
Callision Energy (eV)

RMN ‘H

Pulse Sequence:

Solvent: GDCT3
Arbient temperature

249.2
Daughter Scan
ESH
Continuum
50.0

350.0

0.10

-1.00

0.0

50

15.0

20.0

Hercury=300BB “mercury300

Relax. delay 1.000 sec

Pulse 48.4 dsgraea
AGh, time 1.538 sec
Width 4506.5 He
48 repetitions

OBSERVE  H1, 300.0759444 ez

DATA PROCESSING
FT size 32768

Total time 4 min, 1 sec
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