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INTRODUCCION

Esta investigacién ha sido desarrollada como parte de un proyecto institucional,
enfocado hacia la promocién y establecimiento de los cultivos energéticos para la
produccién de biocombustibles, principalmente el de la planta Jatropha curcas,
originaria de México y mejor conocida como pifién mexicano, pifion de tempate, o

simplemente jatrofa.

Esta planta mexicana es ampliamente conocida desde tiempos ancestrales en
nuestro pais, por cierto, el Unico que cuenta con variedades no todxicas, que
permiten entrever el gran potencial de la J. curcas nacional en lka produccion de

forraje.

La medicina tradicional también la utiliza a pesar de la toxicidad de la mayoria
de las variedades, y actualmente se conocen algunos de los origenes de sus
propiedades curativas, las cuales no seran abordadas en este nivel de
investigacion, pues para explotar adecuadamente esta planta es necesario
profundizar primero en la caracterizacion quimica de sus propiedades

constitutivas.

La siembra a gran escala de esta planta ofrece muchas ventajas sobre otros
cultivos que actualmente son utilizados como fuente de biocombustibles, por
ejemplo, el maiz, la cafia de azlcar y otros cultivos originaria y principalmente
destinados al consumo humano. Una de las principales ventajas reside en su gran
contenido de compuestos quimicos de alto valor comercial y aun biolégicamente

activos, como la cursina y los ésteres de forbol.

De este modo la presente investigacion se aboca al desarrollo de un método
propio y adecuado para la extraccion, identificacion y cuantificacion de los ésteres

de forbol a partir de la semilla y/o el aceite de la J. curcas nacional.



OBJETIVOS

Objetivos generales

e Contribuir al impulso de la siembra de Jatropha curcas como un cultivo
energético en México.

e Conocer el contenido de los ésteres de forbol en distintas variedades
mexicanas de Jafropha curcas, para evaluar las ventajas de la extraccion y
comercializacion de éstos.

Objetivos particulares

e Evaluar distintos métodos de extraccion de ésteres de forbol.

* Disefiar un método cromatografico para la identificacion de los ésteres de
forbol.

¢ Cuantificar los ésteres de forbol en diferentes muestras de J. curcas.



. MARCO TEORICO

1.1 Necesidad de los biocombustibles como una fuente alternativa para la

produccion de la energia.

Como es bien sabido, el planeta Tierra se encuentra en una situacién ambiental
muy compleja y cambiante de la cual somos en gran parte responsables y afecta
no solamente a nuestra sociedad sino a todo el ecosistema. La capacidad
intelectual del ser humano no ha sido aplicada del todo para bien, debido a su
creciente y desenfrenada ambicién. El avance en el conocimiento cientifico, ha
permitido un desarrollo extraordinario de la tecnologia, pero al utilizarla se gastan
indebidamente los recursos naturales, ademas de que los procesos realizados por
la industria, asi como las actividades que realizamos cotidianamente, tienen como
consecuencia la emision desmesurada de contaminantes a la atmdsfera,
afectando a muchisimas especies animales y vegetales, irrumpiendo asi en el

ciclo natural de la vida.

Actualmente se tiene mayor conciencia de esta situacion y en muchos paises
ya se han llevado a cabo acciones para encontrar soluciones al problema. Es
dificil revertir en poco tiempo lo que se ha originado a lo largo de varias décadas,
considerando ademas los factores de sobrepoblacién y creciente demanda
energética. No obstante, se pueden realizar acciones que disminuyan en forma
significativa las consecuencias negativas que actualmente afectan al planeta, asi
como crear una nueva cultura que propicie cambios en la percepcién y estilo de
vida de la gente, que permitan la evolucién del ser humano sin afectar el entorno

en el que vive.

La disposicion correcta y separacion de la basura, el reciclaje, el ahorro de agua
y energia eléctrica, la utilizacion de recursos renovables para la produccién de la
energia, la conservacién de las especies, el control de la poblacién mundial entre
otras, son algunas de las acciones que tanto los gobiemos como la poblacién en

general deben realizar para comenzar a mejorar la situacién mundial actual.
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El presente trabajo surgié6 a partir de un proyecto que tiene su origen en el
interés por la produccién de la bioenergia, la cual se define como la energia que
se obtiene de la biomasa, es decir, a partir de materiales organicos, los cuales
pueden provenir de cultivos energéticos, acuacultivos, algacultivos, productos,
subproductos y residuos forestales, residuos organicos municipales, excremento

de animales, grasas y aceites de origen vegetal o animal.

En nuestro pais se estima un potencial de produccién de bioenergia que oscila
entre los 2,635 y 3,771 petajoules (10'° joules) al afio. En el sector agroindustrial
de la cafia de azucar, se ha calculado un potencial de generacién de electricidad,
a partir del bagazo de carfia, superior a 3,000,000 megawatts (MW) al afo. El
gobierno actual ha impulsado proyectos para el mejor aprovechamiento de la
bioenergia, como el proyecto de la empresa Sistemas de Energia Internacional
S.A. de C.V,, en Monterrey, N.L., que es el primero en el pais que aprovecha el
biogas liberado por un relleno sanitario para entregar energia eléctrica a la red,
con una capacidad de 7 MW. Este proyecto esta registrado en la junta ejecutiva
del Mecanismo de Desarrollo Limpio de las Naciones Unidas y se estima que
reducira 1.6 millones de toneladas equivalentes de bioxido de carbono (SENER,
2009).

En este marco y a partir de la aprobacién de la Ley de Promocién y Desarrollo
de los Bioenergéticos, México establece como objetivo claro de su politica la
promocion y desarrollo de los bioenergéticos con el fin de coadyuvar a la
diversificacion energética y el desarrollo sustentable como condiciones que
permiten garantizar el apoyo al campo mexicano (SENER, 2009)

Dentro de esta iniciativa se procura impulsar el desarrollo cientifico y
tecnolégico que permitira la integracion de las actividades agropecuarias con las
energéticas, en concordancia con los principios de desarrollo sustentable
enmarcados en el Plan Nacional de Desarrollo 2007-2012 y los criterios de
sustentabilidad emitidos por la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos



Naturales; asegurando la transferencia de tecnologia para brindar una mayor
certidumbre energética y mejorar la economia rural mexicana, a través de la
participacién activa de la sociedad, la academia, los actores econdmicos y
sociales involucrados en el tema, asi como los centros de investigacion y la
sociedad en su totalidad como demandante de combustibles (SENER, 2009).

Las tecnologias que se utilizan para producir bioenergéticos en forma de calor,
electricidad o combustibles para el transporte, estan avanzando rapidamente,
enfocandose principalmente en los biocombustibles liquidos etanol y biodiesel. En
ese sentido, muchos paises han anunciado planes para aumentar el uso de
biocombustibles como reemplazo parcial al suministro de combustibles
tradicionales, por lo que la produccion global de biocombustibles se ha duplicado
en los Ultimos cinco afios y se espera un crecimiento similar en los préximos
cuatro afios.

Estados Unidos de América, Canadd, Australia, Colombia, China, India,
Tailandia y la Unién Europea, entre otros, han establecido metas de largo plazo
para la introduccién de biocombustibles en su portafolio energético. La Unién
Europea ha establecido una meta de contenido de biocombustibles para el
transporte de 10% antes de 2020 y el presidente George W. Bush firmé en 2007 el
“Acta de Independecia y Seguridad Energética®, que exige al conjunto de
productores de combustible utilizar un total de 36 mil millones de galones de
biocombustible antes de 2022, lo que representa quintuplicar el nivel utilizado en
2005 (SENER,2009).

Durante la década pasada, la produccién de Biodiesel se concentré en paises
europeos, con un marcado liderazgo por parte de Alemania. En afios recientes la
mayor capacidad de produccién se ha incorporado en Estados Unidos, Brasil,
Canad4, Australia y el sur de Asia.



Durante 2008 los paises lideres en la produccién de bioetanol fueron Estados
Unidos de América con 34 mil millones de litros, Brasil con 27 mil millones de
litros, China con 1.9 mil millones de litros, Francia con 1.2 mil millones de litros,
Canada con 0.9 mil millones de litros y Alemania con 0.5 mil millones de litros. Por
su parte, los paises lideres en la produccién de Biodiesel durante 2008 fueron
Alemania con 2.2 mil millones de litros, Estados Unidos de América con 2.0 mil
millones de litros, Francia con 1.6 mil millones de litros, Argentina y Brasil con 1.2
mil millones de litros y Tailandia con 0.4 mil millones de litros (SENER, 2009).

Con base en el andlisis de las caracteristicas y potencial del biodiesel en
México, la estrategia en el corto plazo estara basada en su uso como aditivo del
diesel UBA. El area de refinacion de la empresa Petroleos Mexicanos (PEMEX) ha
definidko una estrategia de integracion del biodiesel al diesel de produccion
nacional en dos fases. La primera consistié en probar el uso como aditivo sobre 30
mil barriles diarios de Diesel Ultra Bajo Azufre (UBA). La segunda fase integraria
el Biodiesel como aditivo al total de la produccion nacional de Diesel UBA si el
desarrollo del mercado de Bioenergéticos asi lo permite.

La produccion temprana de la Refineria de Cadereyta en Nuevo Ledn, permitira
integrar 8.7 millones de litros de biodiesel al afio (0.19 mil barriles diarios) para
cumplir con la especificacién de lubricidad del diesel, sustituyendo a los aditivos
quimicos de importacion. Las pruebas realizadas por el Instituto Mexicano del
Petréleo indican que es necesario utilizar biodiesel en proporciones de 0.5a 1.0 %
para alcanzar una lubricidad menor a 520 micrones. Se ha encontrado que usar
biodiesel por arriba de 0.5% en volumen puede resultar en una baja tolerancia al
agua, lo que puede ocasionar separacion entre el agua y el hidrocarburo (SENER,
2009).



Aunque el programa de introducciéon de los bioenergéticos en México hacia
2011 pretende garantizar el abasto de biodiesel para su mezcla con diesel UBA, la
disponibilidad del biocombustible es limitada, por lo que se debe impulsar la
siembra de cultivos energéticos y la producciéon del biocombustible en el pais,
aprovechando sus condiciones geograficas y climatolégicas optimas para la
agricultura, generando empleo y ayudando a la situacion del campo mexicano,
ademas de recuperar terreno que se encuentra en desuso y aumentar la absorcién
de CO; del ambiente mediante la siembra masiva de arboles.

Los biocombustibles se han clasificado de acuerdo a la materia prima de donde

se obtienen de la siguiente manera:

» Biocombustibles de primera generacién (B1G). Su produccién comenzé en
la década de 1970, cuando se produjeron las primeras crisis del petréleo.
Alemania, Austria, Estados Unidos y Brasil, preocupados por su altisima
dependencia del petréleo y por las perspectivas de su agotamiento,
comenzaron las investigaciones con el objeto de encontrar combustibles
que sustituyeran al petréleo en sus motores. Los aceites vegetales y sus
ésteres (biodiesel), el etanol y las mezclas fueron considerados las
alternativas mas promisorias para usarlos tanto como sustitutos de
combustibles asi como aditivos. El desarrollo de los nuevos combustibles
biolégicos se orientdé al uso de materias primas que se encontraban
disponibles, cultivos agricolas tales como la cafia de azucar en Brasil, la
remolacha en Francia, el maiz y la soja en Estados Unidos y la colza en
Alemania y Canada. A estos primeros combustibles provenientes de
cultivos agricolas tradicionales se les llamé “agrocombustibles” dado su
origen agricola, y mas recientemente “biocombustibles de primera
generacion (B1G)" (Lobato, 2008).



» Biocombustibles de segunda generacion (B2G). Son aquellos combustibles
que se producen a partir de cultivos no alimentarios tales como los pastos
perennes, la Jatropha y el alamo, los residuos de cultivos, tales como paja
de cereales, y los residuos agroindustriales y forestales. También se
pretende que estos cultivos no alimentarios ocupen areas marginales, para
no desplazar los alimentos de las tierras agricolas (Lobato, 2008).

> Biocombustibles de tercera generacion (B3G). La ingenieria genética
aplicada a la conversion de biomasa en energia ha permitido desarrollar los
B3G. Las mismas tecnologias de producciéon que los B2G se aplican a
materias primas genéticamente modificadas con un objetivo determinado.
Es el caso del etanol de madera obtenido a partir de arboles con bajo
contenido de lignina, minimizando de esta forma los costos del
pretratamiento, los mas altos del proceso total. La mejora en las materias
primas y los procesos de produccion también estan en la mira de la tercera
generacion de los biocombustibles: etanol de celulosa, etanol de maiz con
celulosas integradas, biodiesel de algas, enzimas hidroliticas, procesos de
sintesis y gasificacién de biomasa, entre otros (Lobato, 2008).

> Biocombustibles de cuarta generacion (B4G). Son producto de
modificaciones tanto en las materias primas como en los procesos con el
objetivo de captar y almacenar la mayor cantidad de carbono posible, es
decir, la materia prima no solo se adapta para mejorar la eficiencia de
proceso, sino que se disefia para captar mas CO2, a medida que el cultivo
crece. Los procesos termoquimicos se combinan con tecnologias de
captacién y almacenamiento de carbono que encauzan el CO; a las
formaciones geolégicas o lo almacenan en forma de carbonatos (Lobato,
2008).



La produccién de los agrocombustibles ha dado lugar a muchos debates. Los
defensores destacan las ventajas medioambientales de consumirlos y los
detractores describen las funestas consecuencias de su uso: que son los
responsables del aumento en los precios de los alimentos, que contribuyen a la
desertificacién y destrucciéon paulatina de bosques, que colaboran con la pérdida
del habitat reduciendo la biodiversidad para aumentar areas agricolas, entre otras.

Sin embargo, la incidencia de los agrocombustibles es infima en la actualidad,
en comparacion con la dependencia de los derivados de petréleo: 0,5% del
consumo mundial, aunque las metas de la Unién Europea de consumo de
biocombustibles son mucho mas ambiciosas. Alcanzar el 10% de biocombustibles
en la matriz energética europea al 2020 aparece para muchos como una meta
peligrosa, que pondra en riesgo vastas zonas de la Amazonia, de Malasia o de
Indonesia. La Unién Europea no posee suficientes tierras de cultivo para producir
los volimenes requeridos, por lo que los biocombustibles tendran que provenir de

otros sitios, al menos las materias primas para producirios (Lobato, 2008).

Simultaneamente, la EPEA (“Environmental Protection Encouragement
Agency”), sostiene que... “hay pruebas cientificas sélidas, que apoyan la opinién
de que la primera generacién de biocombustibles crea muchos mas problemas de
los que resuelve, entre ellos la deforestaciéon, el aumento de las emisiones de
gases de efecto invernadero, el aumento de la inseguridad alimentaria, la creacion
de mas pobreza, el aumento de la degradacién de los suelos, la disminucién de la
biodiversidad y el acelerado agotamiento de los recursos naturales, por ello
aunque son eficaces en la reduccion de emisiones, no son rentables” (Lobato,
2008).

Debido a todas estas consecuencias negativas que genera el uso de B1G,
actualmente la balanza se inclina hacia la produccién de los B2G, B3G y B4G, tal
es el caso de la produccion de biodiesel a partir de Jatropha curcas, mejor
conocida como pinoncillo, piidn mexicano, pifidon de tempate o jatrofa.



Las ventajas de la siembra a gran escala y de la produccién de
biocombustibles a partir de esta planta se discutiran en los siguientes apartados.

La obtencion del biodiesel a partir de aceites vegetales implica la reacciéon de
transesterificacion de triglicéridos, la cual consiste basicamente en sustituir el
glicerol por un alcohol simple como el metanol. Como resultado de esta reaccién
se obtienen ésteres metilicos (biodiesel) y glicerina. La reaccién consta de tres
reacciones reversibles y consecutivas (Figura 1.1).

CH,-0-CO-R, CH;-0 - CO - R,
| |
CH-0-CO-R, + (CH;~OH <— CH;-0-CO-R; + CH-0-CO-R,

| |
CHy-0-CO-R; CH;-OH

Trighcéndo Metanal Ester metitco Diglcérido
CH,-0-CO-R, CH,-OH
| |
CH -0-CO-R, + CHy"OH =— CH;-0-CO-R, + CH-0-CO-Ry
: |
CH,-OH CH,-OH
Diglicéndo Metanol Ester metilico Monoglicende
CH,-OH CH,-OH

CH-0-CO-R, + (CH;"OH <— C(H,-0-CO-R, + CH-OH
|
CH;-OH CH,-OH
Monoglicénida Metanol Ester metifico Glicerina

Figura 1.1 Reaccion de transesterificacion para la obtencion de biodiesel.
(hittp/Awww.miliarium.com/Monografias/Biocombustibles/Biodiesel/Biodiesel.asp, 2009)
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1.2 Jatropha curcas

La Jatropha curcas es un arbusto perenne y resistente a la sequia que pertenece a la
familia Euphorbiaceae. Proveniente de México, es sembrada en Ameérica Central y
del Sur, Asia Central y del Sureste, India y Africa. Prospera con apenas 250 a 600
mm de lluvia al afio, y llega a vivir hasta 40 afios. Se adapta bien a condiciones
aridas y semidridas, e incluso se utiliza para el control de la erosién. J. curcas fue
probablemente distribuida por marineros portugueses por las Islas de Cape Verde
y Guinea Bissau, a otros paises de Africa y Asia. (Giibitz, et.al., 1999). En las figura
1.2 — 1.4 se muestran fotografias de arbustos, frutos y semillas de J. curcas.

Figura 12 Fotografia de arbustos de Jatropha curcas. (http:/ichemicallygreen.com/wp
content/uploads/2009/02/20090219072754.jpg)

Figura 1.3 Fotografia de hojas y frutos de Jatropha curcas.
(http://go635254.53 /redgreenandblue/files/2009/05/jatropha.jpg)
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Figura 1.4 Fotografias de frutos y semillas de Jatrophe . http:/lechoboaok fi fjatropha_curcas_seed jpg)

(http:/iwww.biodisol. /wpcontent/upload/2008/05/ illas_y_frutos_de_jatropha_curcas_jatropha_seeds.jpg)

Las primeras aplicaciones comerciales de J. curcas fueron reportadas por los
portugueses, donde el aceite importado desde Cape Verde se usaba para la
producciéon de jabén y como aceite para ldmparas. El bagazo de la semilla
prensada, se utilizaba como fertilizante en el cultivo de papas. Hoy en dia J.
curcas se cultiva para la produccién de aceite como un sustituto de combustible, o
bien, se realiza la transesterificacion del mismo para la obtencién de biodiesel,
este proceso se ha vuelto importante debido al aumento en la eficiencia del
combustible. Costos de $0.2 délares por litro, se calcularon para el metil éster de
una planta en Nicaragua que produciria 1450 toneladas en 1997 (Giibitz,
et.al., 1999).

Ademas de estas aplicaciones, a la J. curcas se le pueden atribuir muchos otros
usos, los cuales se ilustran en la Figura 1.4
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Figura 1.3 Usos industriales de J. curcas. (Giibitz, et.al.,19989)
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Debido a su gran facilidad de cultivo, y a su contenido de aceite, la jatrofa ha
ganado mucha importancia para la produccion de biodiesel, por ello recientemente
muchos grupos se han enfocado al estudio de nuevos métodos para el cultivo y
mejoramiento genético de la J. curcas. El aceite de la jatropha puede ser utilizado
directamente en motores de diesel y mezclandolo con metanol, pero también se
han evaluado y optimizado métodos de transesterificacion industrial del aceite de
la semilla para su uso como biocombustible a escala industrial. La evaluacién
economica ha mostrado que la produccion de biodiesel de jatrofa es muy rentable
pues los subproductos que se generan también tienen un valor monetario, tal es el

ejemplo de la glicerina (Kumar, Sharma 2008).

A pesar de que la jatrofa parece ser la opcién mas sustentable para la
produccién de bioenergia a partir de cultivos, es necesario investigar los impactos
ambientales y socioecondémicos de su cultivo a gran escala, asi como realizar un
balance entre la energia producida y las emisiones de carbono que se generaran.

La siembra de J. curcas tiene ciertas ventajas sobre la siembra de otro tipo de
plantas debido a que crece en terrenos marginales y erosionados, ademas de ser
resistente a la sequia, gracias a ello no se tienen que destruir praderas ni bosques
resultando en la acumulacién de toneladas de gases de efecto invernadero a la
atmoésfera. Ademas, el cultivarla no implica competencia alguna por terreno donde
crezca alimento, ni necesitard mucha agua o fertilizantes ni pesticidas como el
maiz, la soya, la canola y otros cultivos alimenticios que también se han querido
utilizar para la produccion de bioenergéticos.
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La jatrofa posee importantes propiedades nutrimentales. Dependiendo de la
variedad, las semillas de J. curcas pueden contener hasta un 40-60% de aceite.
Este aceite contiene aproximadamente 24.6% de proteina cruda, 47.25% de grasa
cruda, y 5.54% de humedad. La fraccién de acidos grasos saturados se compone
principalmente de acido palmitico (14.1%) y acido estearico (6.7%), mientras que
los acidos insaturados consisten de acido oleico (47%) y acido linoleico (31.6%)
(Kumar y Sharma, 2008).

La siembra a gran escala de J. curcas implica otras ventajas econdémicas
debido a que contiene muchos compuestos quimicos de interés en sus diferentes
partes, tales como acidos organicos, proteinas con actividad biolégica como la
cursina, saponinas e inhibidores de tripsina, y compuestos como los ésteres de
forbol y otros triterpenos ciclicos de alto valor comercial.

En México, a pesar de todas estas ventajas existe incertidumbre acerca del
potencial de la J. curcas como un cultivo bioenergético. La planta nunca ha sido
domesticada, su rendimiento no es predecible, las condiciones para su crecimiento
optimo no estan bien definidas y el impacto de su cultivo a gran escala es
desconocido, por ello es necesario promover la investigacién y el desarrollo de las
tecnologias necesarias que faciliten el uso de este cultivo energético.

El uso de la Jatropha curcas para la produccion de biocombustible ha sido
impulsado principalmente en la India gracias a la vision e interés que ha mostrado
su gobierno para utilizar esta planta. En 2006 el presidente Adbul Kalam mencioné
que de los 60 millones de hectareas de tierras marginales que posee la India, 30
millones podrian ser destinados a la siembra de J. curcas. Desde ese afio en
varios estados de la India se han distribuido plantas sin cargo alguno para
pequefios agricultores, promoviendo la inversion privada en plantaciones de
Jatropha y poniendo en marcha plantas de procesamiento de biodiesel.
Actualmente se estima que entre 500 000 y 600 000 hectareas de la planta se
encuentran creciendo en este pais (ISIS, 2007).
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En la India, el estado de Chhattisgarh tiene el mejor programa de biodiesel a
partir de J. curcas. Se han repartido mas de 380 millones de semillas entre
agricultores, suficientes para cubrir un area de 150 000 ha, y también se otorgaron
80 prensas de aceite a varios organismos de gobierno de ciertas villas,
garantizando la compra de la semilla en aproximadamente $0.16 US por
kilogramo. Varias micro-refinerias locales se han esparcido a través del estado
para proveer biodiesel para tractores, bombas de irrigacién, jeeps y generadores
de energia en las villas, incluso los motores de los trenes en este pais ya estan
utilizando el aceite de J. curcas mezclado con el diesel teniendo un
funcionamiento 6ptimo (I1SIS, 2007).

India no es el Unico pais que ha sabido explotar la planta, en China hay 2
milliones de hectareas de cultivos de Jatropha, y existen planes para plantar 11
millones adicionales en los estados del sur para 2010. Burma también tiene planes
para plantar millones de hectareas, y las Filipinas asi como varios paises africanos
han iniciado también plantaciones a larga escala. Existen 200 000 hectareas de
Jatropha en Malawi y 15 000 en Zambia, casi todas bajo contratos formales o

acuerdos con la compaiiia inglesa D1-Oils (ISIS, 2007).

Como J. curcas, muchas especies de la familia Euforbiaceae son téxicas al
ganado y alelopaticas para plantas de utilidad forrajera. Durante casi 150 afios se
realizaron investigaciones para establecer los principios catarticos de Craton
tigium Linneo, hasta descubrir la gran actividad generadora de tumores
(carcinogénica) del “aceite de croton”. Estos esfuerzos culminaron con el
aislamiento de factores irritantes carcinégenicos del aceite como ésteres del
forbol. Después de la elucidacion de la estructura del forbol, se han identificado
muchos ésteres diterpenos relacionados de la familia Euforbiaceae. Algunos de
estos compuestos son generadores de tumores, mientras que otros tienen accién
antitumoral. Sin embargo, todos ellos son extremadamente potentes irritantes

primarios directores sobre |a piel de los mamiferos (Salamanca).
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Los principales componentes responsables de la toxicidad a las semillas de J.
curcas son los ésteres de forbol y la cursina, muchos intentos de detoxificacion de
la semilla se han realizado, debido al interés que existe en su uso como alimento
para ganado, ademas de que el aceite debe ser completamente inocuo antes de
su comercializacion. Entre estos tratamientos se incluyen la radiacion ionizante, la
extraccion por disolventes seguida de tratamiento con calor para inactivar lectinas,
los tratamientos quimicos con hidréxido de sodio e hipoclorito de sodio, o bien con
agentes blanqueadores; el desgomado, la deodorizacién y hasta los tratamientos
bioldgicos empleando la larva Hyles euphorbiae (Bekker et al. 2007).

A pesar de su toxicidad, todas las partes de la Jatropha curcas han sido
utilizadas durante mucho tiempo en la medicina tradicional y en la veterinaria. Se
han encontrado compuestos antitumorales como la Curcaciclina A. El aceite ha
sido utilizado para tratar eczema y otras enfermedades de la piel, asi como para
calmar dolores reumaticos. El aceite también se ha utilizado como un agente
purgativo. El Iatex se ha utilizado para curar enfermedades virales, como herpes
bucal, y el virus de mosaico de la sandia, ademas de mostrar actividad
coagulante. Diversos extractos de la planta han dado resultado para el
tratamiento de alergias, quemaduras, heridas, inflamacion de tejidos, lepra,
luecoderma e incluso han ayudado en el tratamiento del VIH (Kurma, Sharma,
2008).

En resumen la utilizacion de la J. curcas como un cultivo energético, tiene
muchas ventajas debido a sus caracteristicas biolégicas, sus aplicaciones y su
contenido en productos de alto valor agregado que son comercializables.
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1.3 Esteres de forbol
1.3.1 Generalidades

Los ésteres de forbol, son diterpenoides tetraciclicos generalmente conocidos por
su actividad promotora de tumores. Estos compuestos mimetizan la accién del
diacilglicerol (DAG), activador de la proteina cinasa C (PKC), que regula diferentes
sefiales de rutas de transduccién y otras actividades metabdlicas celulares,
ademas de relacionarse con varias respuestas celulares mediante la fosforilacion
de proteinas blanco en residuos de serina o treonina (Hass y Mittelbach, 2000).
Su actividad biolégica depende altamente de su estructura, y aun administrados
en muy bajas concentraciones, muestran manifestaciones toxicolégicas en
animales (Becker et al. 2007).

El término forbol es usado para describir la familia de compuestos naturales
que se pueden referir como diterpenos del tigliano. Los ésteres de forbol se
definen como compuestos policiclicos en donde dos grupos hidroxilo en atomos de
carbono vecinos son esterificados a acidos grasos. Se ha reportado que muchas
plantas como Sapium indicum, S. japonicum, Euphorbia frankiana, E.
cocrulescence, E. ticulli, Croton spareiflorus, C. tigilium, C.ciliatoglandulifer,
Jatropha curcas, Excoecaria agallocha,y Homalanthus nutans, contienen ésteres
de forbol (Salamanca).

Algunos de los efectos biologicos de los ésteres de forbol son la promocién de
tumores, la proliferacion celular, la activacion de las plaquetas en sangre,
mitogénesis de linfocitos, inflamacién de la piel, produccion de prostaglandinas y
estimulacion de la degranulacion de neutréfilos (glébulos blancos granulosos que
fagocitan y destruyen bacterias). (Hass y Mittelbach, 2000). Contrariamente,
algunos derivados de los ésteres de forbol han mostrado actividad antimicrobiana

y antitumoral.
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Los ésteres de forbol también tienen propiedades insecticidas y pesticidas.
(Bekker et al. 2007) pero debido a su actividad biolégica los ésteres de forbol son
utilizados principalmente para fines de investigacién biomédica y farmacolodgica,
lo cual los convierte en productos quimicos de precio muy elevado, por ejemplo el
mas utilizado de ellos, 4B-12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), tiene un
valor en el mercado que oscila entre los 100 délares por miligramo de compuesto
(Sigma-Aldrich, 2009).

Se ha reportado que el aceite de variedades mexicanas de J. curcas contiene
bajas cantidades de ésteres de forbol, alrededor de 0.27 mg/mL, y en algunos

casos estan ausentes (Jumat, ef al. 2009).

1.3.2 Estructura de los ésteres de forbol

La estructura de los ésteres de forbol estd constituida principalmente por un
esqueleto de carbono diterpénico y tetraciclico conocido como tigliano. Este
contiene cuatro anillos designados como A, B, C y D, como se muestra en la figura
1.3. Si esta estructura basica contiene ademas grupos hidroxilo en diferentes
posiciones, asi como un enlace tipo cetona en el anillo A, es conocida como forbol.
La formacién de enlaces tipo éster en varios de los grupos acidos del forbol resulta
en la formacion de los compuestos llamados ésteres de forbol. El forbol, también
mostrado en la figura 3, es el padre diterpeno de los ésteres de forbol y contiene
cinco grupos hidroxilo con diferente reactividad a la acilacion (Becker et al. 2007).

Figura 1.5 Estructuras del tigliano (izquierda) y forbol (derecha). (Bekker et al. 2007)
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El anillo A se encuentra a la izquierda y enlazado en posicién trans al anillo de
siente miembros, B. El anillo C, de seis miembros, se encuentra enlazado en
posicion cis al anilo de ciclopropano, D. Las dos categorias de forboles, a y B,
difieren en su grupo OH en el anillo C. La posicién de este grupo, hace que el
forbol sea activo (B) o inactivo (a), lo que resulta en el arreglo espacial del anillo D,
e impide la activaciéon de la proteina quinasa C (PKC) y de otros receptores
similares estructuralmente a los de los ésteres de forbol. A pesar de que difieren
en su actividad, ambos tipos de ésteres de forbol son lipofilicos y tienen
propiedades fisicoquimicas muy similares (Becker et al. 2007).

Ejemplos de ésteres de forbol activos son el TPA (4R-12-O-tetradecanoilforbol-
13-acetato) y el PDBu (4R-forbol-12,13-dibutirato), los cuales difieren tnicamente
en los sustituyentes en las posiciones 12 y 13 del anillo C. Se muestra sus
estructuras en la figura 1.4.

[e]
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Figura 1.6 Estructuras del TPA (izquierda) y PDBu (derecha). (Sigma-Aldrich, 2009)

También se han encontrado ésteres de forbol que contienen nitrégeno, por
ejemplo la sapintoxina A, aislada del fruto de Sapium indicum. La estructura de
este forbol, fue confirmada como 12-O (N-metilaminobenzoil)13-O-acetil 14-deoxi
forbol), y se ha visto que este compuesto actia rapidamente como un agente

proinflamatorio en la piel de los mamiferos, pero es menos potente que el TPA. En
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2006, Rios y Aguilar-Guadarrama, identificaron cuatro derivados de ésteres de
forbol que contienen nitrégeno de la planta Croton ciliatoglandulifer, los cuales son
capaces de inducir actividad antiinflamatoria en edema de orejas de ratén (Becker
et al. 2007).

1.3.3 Actividad biolégica de los ésteres de forbol

Los ésteres de forbol y sus derivados han sido reportados como potentes
promotores de tumores. En adicién a este efecto inducen otros de tipo biolégico, a
concentraciones excepcionalmente bajas. Estos compuestos son responsables de
efectos inflamatorios sobre la piel y de la promocién de tumores debido a que
estimulan la PKC, la cual esta implicita en la traduccién de sefiales y procesos de
desarrollo de muchas células y tejidos, produciendo una variedad de efectos
bioldgicos principlamente en los mamiferos (Becker et al. 2007).

La principal actividad de los ésteres de forbol se da en las membranas
biolégicas, ya que son moléculas anfifilicas y tienen tendencia a unirse a los
fosfolipidos de las membranas. Estos receptores son usualmente los principales
blancos de los ésteres de forbol. La actividad mas investigada de los ésteres de
forbol es la unién y activacién de la PKC, que juega un papel critico en la
trasduccion de sefiales en rutas metabdlicas y regula el crecimiento y
diferenciacion de las células (Becker et al. 2007).

Los forboles no inducen tumores por si solos, sin embargo, promueven el
crecimiento tumoral en combinacion con la exposicién a algin carcinégeno. Los
ésteres de forbol alteran la fosforilaciéon de proteinas celulares especificas e
incrementan la transcripcion de ciertos genes celulares. El mecanismo detras de la
promocion de tumores es la interaccion con la PKC, que regula las sefiales que
inducen la transcripciéon de genes, lo cual tiene que ver con la proliferacién celular.

21



Contrariamente a la habilidad para promover tumores, hay reportes de la actividad
apoptética de los ésteres de forbol en células tumorales (Becker et al. 2007).

Otros efectos bioldgicos importantes de los ésteres de forbol son la agregacién
de plaquetas y la diferenciacion celular, causando cambios en las propiedades
fisicas de la fase lipidica de las membranas, lo cual resulta en el incremento de la
fluidicidad de la membrana, cambios en la morfologia de la superficie celular y
adhesion celular. También se ha reportado que afectan varias actividades

enzimaticas a través de su interaccion con la PKC (Becker et al. 2007).

A pesar de que los ésteres de forbol han sido muy estudiados, existen muchos
tipos de ellos, y no se sabe el por qué de su actividad biolégica contradictoria.
Estos compuestos son utilizados principalmente en laboratorios de investigacion
biomédica para conocer los mecanismos de la generacion y propagacion de

tumores, asi como sus posibles aplicaciones como farmacos.

1.3.4 Métodos de extraccion, identificacién y purificacion de los ésteres de
forbol

Los métodos de extraccion de los ésteres de forbol mas comunmente referidos
en la bibliografia utilizan como disolventes el metanol, el diclorometano y el
cloroformo y se pueden extraer directamente de la semilla, o a partir del aceite, en

cuyo caso se le agrega previamente hexano o acetato de etilo.

Generalmente el primer paso para determinar si los extractos obtenidos
contienen un compuesto bioactivo es la realizacién de un bioensayo, el cual se
define como cualquier sistema in vitro o in vivo usado para detectar actividad
biolégica de un extracto o una sustancia pura que proviene de un organismo vivo

(Colegate y Molyneux, 2008).
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Un bioensayo muy comun para la deteccion de ésteres de forbol en aceite de
J. curcas u otras plantas que los contienen consiste en aplicar las diferentes
fracciones obtenidas del aceite de la planta en orejas de ratén, midiendo la
actividad irritante que poseen (Adolf, et al,1984).

En 1994, Gandhi y colaboradores realizaron estudios toxicolégicos del aceite, la
fraccion téxica fue obtenida al disolver el aceite en éter de petroleo y
posteriormente extraerlo con metanol-agua en una proporcion 9:1
volumen/volumen. Con ella se realizaron bioensayos in vivo, los cuales
consistieron en pruebas de toxicidad oral y tépica en roedores. La prueba in vitro
consistid en la medicién de la actividad hemolitica del aceite y la fraccion téxica
obtenida utilizando glébulos rojos de ratén.

Para la separacion e identificacion de compuestos naturales se utilizan

principalmente las siguientes técnicas cromatogréficas:

% Cromatografia liquido-liquido
» Cromatografia a contracorriente (CCD)

e Cromatografia moderna a contracorriente

% Cromatografia planar
» Cromatografia preparativa de capa fina (PTLC)
e Cromatografia centrifuga de capa fina (CTLC)
« Cromatografia liquida planar a sobrepresién (OPLC)
+ Cromatografia planar multidimensional

% Cromatografia de columna
e Cromatografia de filtracion de gel
* Cromatografia de columna preparativa
» Cromatografia flash
» Cromatografia liquida al vacio
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% Cromatografia liquida preparativa a presion
s Cromatografia liquida a baja presion
e Cromatografia liquida a presion media

e Cromatografia liquida de alta eficacia o alta presion (HPLC)

*+ Cromatografia de gases

Los productos naturales frecuentemente son aislados monitoreando las
fracciones de extractos crudos mediante la técnica HPLC. Ya que un compuesto
bioactivo generalmente se encuentra en una cantidad muy pequefa respecto a los
demas componentes del extracto, el poder de resolucion de esta técnica la hace
ideal en escalas analiticas (Canell, 1998).

En las Ultimas décadas, la disponibilidad de diferentes interfaces de ionizacién
ha permitido la fusién de las técnicas cromatograficas con la espectrometria de
masas. Esto no sélo ha hecho mas facil y rapida la deteccién de componentes en
productos naturales sino que ademds ha contribuido en estudios metabdlicos y
farmacocinéticos, ayudando a la determinacion de rutas metabdlicas y de

eliminacién.

En 1999, Vogg y colaboradores, desarrollaron un método de cromatografia de
liquidos acoplado a espectrometria de masas (CL-EM) para la deteccion de los
ésteres diterpenos del tigliano y del ingenano; con la ventaja de poder detectar
también compuestos similares y bioldgicamente inactivos a diferencia del

aislamiento guiado por bioensayos. (Vogg, et.al, 1999).

Para el aislamiento y purificacion de ésteres de forbol los métodos
cromatograficos que mas se han utilizado son las cromatografias preparativas de
columna y en capa fina asi como la cromatografia de liquidos de alta eficacia
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(HPLC). Recientemente también se implementé la técnica de cromatografia de
rotacién locular en contracorriente, en la cual 16 columnas inclinadas enlazadas
con un nimero de separadores internos, son empleadas para contener la fase
estacionaria, mientras que la fase movil es propulsada a través de la fase
estacionaria mediante un movimiento rotatorio de las columnas.

Hass y Mittelbach (2000), analizaron la composicion de ésteres de forbol en
aceite de J. curcas, por la técnica de HPLC, usando como eluyente una mezcla
isocratica de 80% de acetonitrilo y 20% de agua, y como fase estacionaria una
columna empacada C18 (4.6x250mm), obteniendo un tiempo de retencién de 6 a
11 minutos. El total de la suma de los picos en ese tiempo, se utilizé para la
cuantificacion.

Jumat y Waled (2009), determinaron la concentracion de los ésteres en aceite
de jatrofa utilizando una columna similar, pero utilizando como fase mévil una
mezcla de acetona:acetonitrilo (63.5:36.5 %v/v). Los picos de los ésteres de forbol
se identificaron con base en el tiempo de retencion del estandar (5 min). Los
porcentajes de ésteres de forbol fueron evaluados tomando en cuenta los picos
que aparecieron desde 7 hasta 11 minutos. La curva de calibracién se preparé
utilizando el 4-forbol.12,13-didecanoato (en metanol) de Sigma, UK como estandar

extermo.

Para el correcto desarrollo de un método cromatografico aplicable a la
identificacion de los ésteres de forbol debe tomarse en cuenta que estos
compuestos son sensibles a la luz, a la humedad y al oxigeno, ademas de poseer
una alta toxicidad, lo cual pone en riesgo al investigador que esté trabajando en
ello. (Evans, ef al. 1996).

También es importante conocer los fundamentos de la técnica que se utiliza,
en este caso, la cromatografia de liquidos de alta eficacia o alta presién, mejor
conocido por sus siglas en inglés como la técnica HPLC (High performance liquid

chromatography), la cual es una cromatografia de adsorciéon que se basa en las
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diferencias de comportamiento en la adsorcion-desorcion de sustancias

contenidas en la fase movil (liquida), sobre la fase estacionaria (sélida).

En el sentido cromatografico el término adsorcion se limita a las interacciones
que implican enlaces de hidrogeno o fuerzas electrostaticas. Cuando las

interacciones son iénicas en proceso se denomina intercambio i6nico.

En cualquier fenédmeno de adsorcion influyen tres variables independientes, la
naturaleza del adsorbente, del disolvente y de las sustancias a separar. Abbott,
1970). La elecciéon de un solvente apropiado se ve afectada por la naturaleza y
solubilidad de la mezcla, asi como de la fase estacionaria. Generalmente para
adsorbentes polares, como alimina y silica, la fuerza de adsorcién aumenta con
la polaridad de las moléculas que se adsorben. Para adsorbentes no polares, por
ejemplo carbén activado, o hidrocarburos, la fuerza de adsorcién disminuye con la
polaridad de la sustancia adsorbida (Stock, 1963).

El poder de elucion de un disolvente es la capacidad que tiene para separar los
diferentes compuestos encontrados en una mezcla. Para una fase estacionaria

polar, el poder de elucién decrece en el siguiente orden:

Agua > metanol > etanol > propanol > acetona > acetato de etilo > éter etilico >
cloroformo > cloruro de metileno > benceno > tolueno > tricloroetiieno >
tetracloruro de carbono > ciclohexano > hexano. (Stock, 1963)

El orden de esta serie “eluotropica” sera inverso cuando la fase estacionaria

utilizada sea no polar.

La principal diferencia entre HPLC y otros modos de cromatografia de columna
es que el diametro de las particulas de la fase estacionaria es comparablemente
bajo (3-10 pm), y estas particulas estan compactamente empacadas para tener
una columna realmente uniforme. Debido a estas caracteristicas se requieren
presiones muy altas para conducir el solvente cromatografico o eluyente a través
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de la columna. Esta técnica tiene un poder de resolucién enorme debido a la
uniformidad de la columna y a la gran area superficial disponible para la
interaccién con los solutos (Canell, 1998).

En HPLC, los modos de separacion mas comunmente aplicados al aislamiento
de productos naturales son fase normal, fase reversa y en menor medida,
permeacién en gel y cromatografia de intercambio iénico. La elecciéon del material
empacado depende de las propiedades fisicoquimicas del metabolito blanco y de
los otros metabolitos presentes en la muestra, asi como de factores como el costo,
aplicabilidad general y escala de operacién. Los eluyentes cromatograficos usados
en HPLC tipicamente son mezclas de solventes organicos o mezclas de ellos con
agua, y a veces contienen aditivos como buffers, acidos, bases o reactivos de

pares de iones (Canell, 1998).
» Cromatografia de fase normal

La cromatografia de fase normal emplea una fase estacionaria polar,
usualmente silica, y eluyentes cromatograficos de menor polaridad (no acuosos).
En esta técnica, los tiempos de retencion decrecen con el incremento en la
polaridad del solvente. Los solventes mas cominmente usados son hidrocarburos
alifaticos como el hexano y el heptano, hidrocarburos halogenados como el
cloroformo y el diclorometano, y solventes oxigenados como el dietiléter, el acetato
de etilo, y el acetato de butilo. Esta técnica es particularmente atil para analitos
que son muy hidrofébicos, como vitaminas solubles en grasas y otros metabolitos
que exhiben baja solubilidad en solventes miscibles con agua (Canell, 1998).

En adicién, debido a que la geometria del adsorbente polar esta arreglada, la
técnica es util para separar isémeros de posicién, la proximidad de los grupos
funcionales a la superficie del adsorbente, y en consecuencia la fuerza de
interaccién, permiten la distincién entre los isémeros (Canell, 1998).
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» Cromatografia de fase reversa

En esta técnica la fase estacionaria es no polar y el eluyente es polar. El
eluyente normalmente se compone de mezclas de solventes organicos y agua. A
veces se utilizan aditivos como los que se agregan en la técnica de fase normal.
Las fases estacionarias mas comunmente usadas son conocidas como materiales
quimicamente ligados y son particulas coloidales de silica quimicamente
derivatizadas con grupos alquilsilil, por ejemplo, octadecil triclorosilano. El grado
de hidrofobicidad varia con la longitud de la cadena alquilica unida a la superficie
de la silica, las mas comunes son de 1, 2, 4, 6, 8 y 18 atomos de carbono. Los
solventes mas comunmente usados son el acetonitrilo, el metanol y el
tetrahidrofurano. Los solutos tienden a eluir en orden de hidrofobicidad
ascendente, y la elucidon es acelerada incrementando la proporcién del solvente
organico en el eluyente. Como la mayoria de los metabolitos secundarios poseen
algun grado de hidrofobicidad, esos soportes son buenos cuando se trabaja con
productos naturales. En adicién, la mayoria de los extractos crudos naturales son,
por su naturaleza, altamente heterogéneos y tienden a exhibir mejor solubilidad en

mezclas de agua con solventes organicos miscibles en agua. (Canell, 1998).

Instrumentacion de la técnica HPLC: en la figura 1.5 se muestra un diagrama
simplificado de un equipo HPLC.
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Figura 1.7 Sistema de la técnica HPLC (http://www.waters.com, 2009)

Como se observa en la figura 1.5, la instrumentacion de la técnica HPLC consta
de una bomba suministradora de solvente, un dispositivo para introducir la
muestra, ya sea una vélvula de inyeccién manual o un cargador automatico de
muestras, una columna, un detector, y un dispositivo para adquirir los datos de
salida del detector.

Existen varios tipos de detectores:

e Detectores UV. Ofrecen gran sensibilidad y son populares pues casi todos
los compuestos naturales presentan absortividad de la luz UV a bajas
longitudes de onda (195-210 nm).Casi todos los solventes utilizados en fase
reversa son transparentes al UV a esas longitudes de onda.
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Detector de arreglo de fotodiodos UV. Permiten la colecciéon de datos de
absorbancia UV a través de un rango de muchas longitudes de onda
simultaneas, por ello es muy Util como herramienta en el desarrollo de un
método, para verificar purezas de picos y para distinguir e identificar
componentes.

Detectores de indice de refraccion (IR). Este tipo de detector es universal,
pero se limita a eluciones isocraticas (de un solo disolvente). Solo aquellos
analitos cuyo IR es idéntico al del eluyente no pueden ser detectados. Estos
detectores son menos sensibles que los de UV, lo cual es una ventaja
cuando se trabaja con grandes cantidades de una muestra, por lo tanto este
método de deteccion es popular en operaciones a escalas de procesos de

produccion.

Las sefiales producidas por un detector al responder ante la presencia de los

analitos son llamadas cromatogramas.

Al analizar un cromatograma es importante tener en cuenta los parametros de

retencién:

Tiempo muerto (Tm, To). Tiempo para que una especie no retenida
(disolvente o eluyente) alcance el detector.

Tiempo de retencion. Tiempo que tarda un analito en alcanzar el detector.
Es particular para cada molécula en un sistema determinado, y depende
también del solvente elegido para la elucién.

Factor de capacidad (k). Es la cantidad mas importante en cromatografia
en columna. Para un conjunto dado de parametros de operacion, k™ es una
medida del tiempo transcurrido en la fase estacionaria en relaciéon con el
tiempo transcurrido en fase movil.
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Dicho de ofra forma, el factor de capacidad es el tiempo adicional que una
banda de soluto requiere para eluir, en comparacién con un soluto no retenido
(para el cual k’=0), dividido entre el tiempo de elucién de una banda no retenida:

k'=(tr - tm) / tm

Donde, k" es el factor de capacidad, tz es el tiempo de retencion del analito y tu
es el tiempo muerto. Para valores de k' mayores que 10 se desperdicia tiempo
analitico valioso. Los valores menores que la unidad no proporcionan una

resolucion adecuada entre los solutos de elucién temprana.?*

Para la técnica de cromatografia en capa fina se utiliza el factor de referencia
(Rf), el cual indica la relacién entre el avance del analito y del disolvente a través

de la placa.

e Resolucién. En una columna, es una medida de su capacidad para separar
dos analitos. Si la resolucion es igual o mayor a 1.5, entonces se puede
decir que la separacion es completa. Su valor se calcula con la siguiente

formula:
Rs = [2 (trB — trA)] / (Wa — Wp)

Donde, A y B son dos componentes distintos, Rs es la resolucion, y Wa y Wg
son las anchuras de los picos correspondientesa Ay B.
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1.3.5 Técnicas de caracterizacion comunes para los ésteres de forbol.

Desde hace 40 arios la resonancia magnética nuclear (RMN) ha sido el método
espectroscopico mas importante para la elucidacion de estructuras moleculares. El
poder de esta técnica reside no solo en definir el nimero y tipos de nlcleos
presentes en una molécula organica, sino también en describir sus ambientes

quimicos individuales y, mas importante, la manera en que estan relacionados.

Para la elucidaciéon de estructuras de compuestos organicos las técnicas de
RMN mas utilizadas son las de protén ('"H) y carbono ('°C). Actualmente las
técnicas de RMN homo y heteronucleares de dos dimensiones permiten conocer

asociaciones particulares de los atomos.

Otras técnicas de utilidad en la elucidacién de estructuras moleculares son la
espectroscopia infrarroja (IR) y la espectrometria de masas (EM), las cuales
suelen ser complementarias a la RMN. La primera da informacién sobre los grupos
funcionales que se encuentran en la estructura, y la segunda permite conocer el
peso molecular del compuesto, asi como identificar sus fragmentos quimicos. Con
frecuencia se encuentra éste como detector de un cromatégrafo de gases, en una
técnica hibrida conocida por sus iniciales en inglés, GC-MS (cromatografia de
gases - espectroscopia de masas), y puede ser utilizada para analisis de gases o
de muestras volatiles o que pueden ser convertidas en un derivado volatil.

En la figura 1.8 se muestra el espectro de resonancia magnética proténica para
la estructura basica de los ésteres de forbol.
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Los espectros de infrarrojo son graficos donde se representa en las abscisas, la

radiacion infrarrojo absorbida por las uniones quimicas en términos de numero de

onda de la radiacion (de 4000 a 200 cm") y en las ordenadas la absorbancia de

las mismas.

En la siguiente tabla se muestran las principales frecuencias vibracionales

relacionadas con las uniones quimicas presentes en la estructura basica de los

ésteres de forbol:

en la a de los ésteres de

Tabla 1. Frecuencias vibracionales de las uniones g
forbol.(Coleccion espectros inframrojo. Fac. Quimica UNAM).

Grupo Tipo de vibracién Frecuencia (cm™)
Vibraciones C-H
Metilos (-CHs) Estiramiento 2960
asimétrico
Estiramiento simétrico 2870
Torsién asimétrica 1460
Torsién simétrica 1380
Metilenos (-CHz) Estiramiento 2925
asimétrico
Estiramiento simétrico 2850
Torsién de tijera 1470
Torsién de balanceo 725-720
Algqueno trisustituido
R R Torsion C-H fuera del 840-800
R 4 plano
C=
77 ~
R H
Algueno trisustituido Estiramiento C=C 1600-1640

34




Alcohol R-OH Estiramiento O - H 3650-3200
Torsién O-H 1500-1300 , 650
Estiramiento C — OH 1200-1050
1050 alcohol primario
1100 alcohol sec.
1150 alcohol terciario
Cetona R Estiramiento C=0 1710-1680
Cc=0 1100 y 1300 (de baja
intensidad en cetonas
R alifaticas)
Ester R- ﬁ -O-R| Estiramiento C=0 1750-1735
0] Estiramiento simétrico Dos bandas

y asimétricoC-0-R

entre 1300-1050
1190 alquil éster

1165 metil éster
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> Para la primera etapa experimental se trabajo con aceite de J. curcas

proveniente del estado de Chiapas.

semilla proveniente de

Rosamorada, Nayarit.

donde fueron

los municipios de Zacatlan,

Para la extraccion e identificacion de los ésteres de forbol se trabaj6é con
Puebla y de

Las semillas de Nayarit, se encontraban nombradas de acuerdo al lugar
recolectadas (principalmente terrenos particulares), y

clasificadas como toxicas y no téxicas de acuerdo a observaciones

empiricas de los pobladores del municipio. Se reporté que las semillas

etiquetadas como tdxicas, habian causado sintomas de diarrea, dolor de

estbmago y de cabeza, cansancio y sudoracion intensa en personas que

las habian consumido accidentalmente, mientras que se observaba que las

no téxicas eran consumidas por algunas aves.
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2.3 Preparacion de la materia prima para su utilizacion

En el caso del aceite de Chiapas no fue necesario realizar nada previamente a su
utilizacién pues este ya venia empacado en bolsas pequefias de plastico, las
cuales se mantuvieron en refrigeracion para evitar la descomposiciéon de sus
componentes. Cabe mencionar que al recibilas ya llevaban varios meses
almacenadas sin estar en refrigeracion, por lo que la calidad del aceite era

dudosa.

Las semillas del estado de Nayarit y de Puebla, previamente fueron secadas al
sol para su utilizacion, pues la humedad interfiere en los procesos de molienda y
posteriormente en los de extraccion de los compuestos deseados.

Para las extracciones de los ésteres de forbol realizadas directamente de la
semilla, primero se eliminé la cascara manualmente con ayuda de unas pinzas de
punta para obtener la almendra de pifioncillo y posteriormente poder ser triturada.
Una vez hecho esto, la semilla fue seleccionada de acuerdo a su buen aspecto y
su coloracion blanca, evitando utilizar cualquier semilla que mostrara deterioro
fisico. La cascara y las semillas fueron pesadas por separado para obtener la

relacién de peso semilla-cascara.

El aceite de J. curcas fue obtenido por extrusién mecanica de las semillas en
una prensa hidraulica hasta una presion de 20000 psig. Se trabajo con diferentes
lotes de 400 g de semilla proveniente del municipio de Rosamorada, Nayarit. Se
determind la cantidad de aceite por peso de semilla.

En otro experimento el aceite se obtuvo por medio de extraccion con hexano,
para realizar comparaciones de las cantidades obtenidas mediante este
procedimiento y el mecanico. Este proceso también se conoce como
desengrasado y es de utilidad cuando se desea eliminar la materia grasa de la
materia prima a utilizar. Para ello el material y reactivos utilizados fueron:
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Equipo de extraccién soxhlet (Figura 7)
Matraz bola de 500 mL con una boca
Canastilla de calentamiento
Refrigerante

Rotavapor y bafio de agua marca Biichi
Bomba de agua

2 mangueras de latex

Hexano (R.A.)

Termémetro de -20 a 400° C

LT V. O T TR T O

Procedimiento: Se colocaron 60 g de semilla molida, sin cascara, en un
cartucho de celulosa, éste se introdujo en el tubo contenedor del equipo Soxhlet y
el refrigerante se colocd sobre el tubo. Se afadieron 150 mL de hexano en el
matraz bola agregando piedras de ebullicién. La temperatura fue controlada de 60
a 65°C. El aparato hace descarga de disolvente aproximadamente cada 30
minutos. El disolvente del matraz se cambia periédicamente y se guarda para

recuperar la grasa extraida.

Cada cierto tiempo se realizé la prueba de papel filtro la cual consiste en mojar
el papel con el disolvente que ha pasado por la muestra, hasta no observar una
mancha de grasa en él, y asi se considera que el material esta desengrasado.
Para recuperar el aceite extraido, el hexano es evaporado en un rotavapor a una

temperatura controlada de 50°C.
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Figura 2.1 Equipo de extraccién Soxhlet

2.4 Extraccion de la fraccién téxica (que contiene los ésteres de forbol) a
partir del aceite proveniente de Chiapas.

Material y reactivos:

v" Embudo de separacién de 50 mL
v Vaso de precipitados de 50 mL
v Agua destilada, metanol (R.A) y hexano (R.A.)

A partir del aceite proveniente de Chiapas se realizaron dos tipos de
extracciones.

a) Extraccion con metanol directamente del aceite.

Procedimiento: Se tomaron 20 mL de aceite y se colocaron en el embudo de
separacion, se extrajeron con 10 mL de metanol (5x).
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b)Por particion de disolventes, hexano/agua-metanol (1:9 v/v). La fraccion

polar (agua-metanol) contiene los ésteres de forbol.

Procedimiento: Se tomaron 20 mL de aceite y se colocaron en el vaso de
precipitados, se agregaron 20 mL de hexano (35°C) y la mezcla se agité durante
unos minutos. Posteriormente se colocé en el embudo de separacion y se extrajo
por quintuplicado con 10 mL de una mezcla metanol-agua (9:1 v/v). La fase polar

se concentrd en un rotavapor hasta eliminar el disolvente.

2.5 Extraccion de la fraccion toxica a partir de la semilla proveniente de
Nayarit e identificacion de los ésteres de forbol por medio de Cromatografia

en capa fina.

Material y reactivos

Matraz volumétrico de 150 mL
Matraz kitazato de 250 mL
Embudo de separacién de 250 mL
Embudo Biichner

Placas cromatograficas

Tubos capilares de vidrio

Camara de elucion

Lampara UV

Hexano, metanol y éter etilico (R.A.)
Agua destilada

Bicarbonato de sodio (Na;CO3)
Cloruro de sodio (NaCl)

TPA (5mg/mL)

ST T VR R TR TR T T



Procedimiento: Se pesaron 50 g de semilla sin cascara y se trituraron en un
mortero de porcelana hasta obtener un polvo fino. Este Uitimo se colocd en el
matraz volumétrico y se agregaron 100 mL de metanol, la mezcla se agitdé durante
6 horas y al finalizar la agitacion se le colocd un tapén de corcho y la mezcla se
dejo macerando hasta el siguiente dia. Al término del tiempo, la mezcla se filtré en
un embudo Biichner, el sdlido se recuperé y se le agregaron 50 mL de metanoal,
agitando de nuevo la mezcla por 2 horas. La mezcla se filtré y se juntaron los
extractos. Al liquido resultante se le agregaron 40 mL de agua destilada
obteniendo un volumen de 150 mL. La mezcla se extrajo con 50 mL de hexano
(3x) para eliminar el material graso. Posteriormente se agregdé NaCl para
enriquecer ibnicamente la fase acuosa, la cual se extrajo con 50 mL de éter etilico
(5x) para obtener los ésteres de forbol. La fase organica se lavé con una solucién
de Na;CO; al 1%. Finalmente se elimind el éter etilico en un rotavapor hasta
obtener un sélido blanco.

Para la identificacion de los ésteres de forbol por cromatografia en capa fina se
utilizé como compuesto de referencia el 4B-12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA), S5mg/mL, disuelto en éter etilico grado cromatografico (grado HPLC). El
sdlido obtenido en la extraccién se disolvi6 en 1 mL de éter etilico del mismo
grado. Tanto la muestra como el compuesto de referencia se aplicaron en la
misma placa, y ésta se eluyé con mezclas de diferentes proporciones de
cloroformo, acetonitrilo y metanol. Las placas se revelaron con luz UV.

2.6 Pruebas para la obtencién de un derivado estable de los ésteres de
forbol

Debido a que los ésteres de forbol son compuestos susceptibles a la
hidrdlisis, la oxidacién, la transesterificacion y la epimerizacion en ciertas
condiciones de luz, temperatura y ambiente quimico, éstos son dificiles de

manipular durante un largo periodo de tiempo (Becker et al. 2007). Por esta razén,
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en un principio se planted que una vez extraidos los ésteres de forbol, se realizaria
una reacciéon quimica para la obtenciéon de un derivado estable de ellos, al cual
pudieran aplicarse diversas técnicas de analisis y purificaciéon, tales como la
cromatografia preparativa, la de liquidos de alta presion o la de gases, sin sufrir

descomposicion alguna.

En ese momento, la materia prima disponible era el aceite que se obtuvo
mecanicamente a partir de la semilla proveniente de Nayarit, y ya que en su
mayoria fue destinado a su transesterificacion para la obtencién de biodiesel,
unicamente se contaba con 50 mL de él. La cantidad de semilla con la que se
contaba también era muy limitada (30 g), pues la mayoria se utilizé para la
obtencion del aceite.

La extraccion de la fraccion toxica presentd el inconveniente de que el aceite
era muy viscoso y se formaba una emulsién muy estable entre la fase acuosay la
fase organica. Por lo tanto se realiz6 la extracciéon directamente de la semilla (30
g), la cual fue molida en un mortero de ceramica y se le agregaron 50 mL de
cloroformo homogeneizandose durante cinco minutos, posteriormente la mezcla
se filtré y la semilla se recuperd para realizar la extraccion nuevamente cuatro
veces mas, ésto se realizé en un bafio de hielo para evitar la evaporacion del
disolvente. Los cinco extractos se juntaron y el disolvente fue eliminado mediante
un rotavapor a una temperatura de 30°C, obteniendo como residuo 6 mL de un
liquido oleoso y un sélido blanco. Este residuo fue disuelto en 15 mL de acetato
de etilo y se filtré para eliminar las impurezas insolubles. Este Uitimo se concentré
hasta un volumen de 5 mL.

Para la obtencién del derivado estable de los ésteres de forbol se realizé la
reaccion de obtencién de éteres a partir de alcoholes conocida como “sintesis de
Williamson”, la cual es una reaccion entre un alcéxido y un halogenuro de alquilo
(Figura 2.2).
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Figura 2.2. Obtencién de un derivado de éster de forbol, mediante la “sintesis de Williamson”, ejemplo a
partir del TPA.

Los reactivos utilizados fueron:

* Hidruro de Sodio (NaH) (P.M. 23.99 g/mol) (Sigma-Aldrich, U.S.A.)
e Bromuro de etilo (P.M. 94.95 g/mol) (Sigma-Aldrich, U.S.A.)
e THF como disolvente (J.T.Baker, U.S.A.)

Tomando en cuenta que segun lo reportado en la bibliografia consultada, las
semillas de J. curcas provenientes de México contienen aproximadamente entre 0.1
y 0.3 mg de ésteres de forbol por gramo de semilla, se realizaron los calculos
estequiométricos de la reaccién como si la maxima cantidad presente de ésteres de
forbol fuese de 0.4 mg/g de semilla. También se tomé en cuenta el peso molecular
del TPA (618.8 g/mol). Los calculos se muestran a continuacion:

» 30 g de semilla * 0.4 mg de ésteres de forbol /g de semilla= 12 mg de ésteres
de forbol
> 0.012 g /(618.8 g/mol) = 1.94x10™° mol de ésteres de forbol

Considerando que se necesitan tres equivalentes tanto de bromuro de etilo
como de NaH, pues la estructura de los ésteres de forbol contiene tres grupos

hidroxilo, entonces se requieren:
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3 x 1.94x10° moles de bromuro de etilo = 5.82*10™° moles * 94.95 g/mol = 5.5 mg
de bromuro de etilo y 5.82*10"° moles * 23.99 g/ mol = 1.4 mg de NaH.

Procedimiento para la reaccion: El extracto de la fracciéon téxica se colocéd
en un matraz bola de 50 mL, se le afiadieron 10 mL de THF, 2 mg de NaH y 6 mg
de bromuro de etilo. La mezcla se mantuvo en agitacion durante 6 horas a una
temperatura de 35°C.

2.7 Disefio de un método de HPLC para la identificacion y cuantificacion
de los ésteres de forbol.

El método HPLC para la determinacién de ésteres de forbol utilizado en este
proyecto, esta basado en el método desarrollado por Hass y Mittelbach en el afio
2000.

Material y reactivos:

v Médulo de separacion Waters 2695

v Detector de arreglo de fotodiodos Waters 2996

¥ Columna Waters C18 de 4.6 x 250 mm

v Compuesto de referencia: 4p,9a,12B,13a,20-pentahidroxitiglia-1,6-dien-3-
ona-12-tetradecanoato 13-acetato (tetradecanoilforbolacetato (TPA), Sigma
UK).

v Disolventes: acetato de etilo, acetonitriio y agua, (J.T.Baker, grado
cromatografico). *Todos los disolventes son previamente filtrados a través

de una membrana en un equipo millipore.
Condiciones de elucién:

v Eluyente: Acetonitrilo/agua (80:20%v/v)
v" Flujo de elucién: 1mL/min



v Temperatura de trabajo: 25°C
v" Volumen de inyeccién: 50 L

Propiedades fisicoquimicas y estabilidad del TPA: (Sigma Prod. No. P 8139)

Apariencia: Pelicula incolora

Férmula molecular: CagHssOs

Peso molecular: 618.8 g/mol (anhidro)
Punto de fusion: 72°C

Solubilidad: el TPA es soluble en acetona, acetonitrilo, DMSO, acetato de etilo,
etanol y cloruro de metileno, pero es practicamente insoluble en agua. Para
preparar soluciones acuosas de TPA, lo mejor es comenzar con una solucién
concentrada en DMSO (20mM) y diluir una muy pequena alicuota de esta solucion
rapidamente con agua o buffer. EI compuesto también puede ser disuelto en un
detergente soluble en agua tal como el Cremophor EL a 37°C y después ser
diluido con un medio acuoso.

Las soluciones de TPA son sensibles al 4cido y a condiciones alcalinas. Las
soluciones en cloruro de metileno y acetato de etilo (a concentraciones de 0.2mM)
o en DMSO (20 mM) no muestran ninguna autooxidacion detectable si se
almacenan en luz difusa y a temperatura ambiente durante 14 dias.

Las soluciones en acetona no se deben almacenar a temperatura ambiente. Las
soluciones stock en acetona, cloruro de metileno, acetato de etilo o DMSO pueden
ser usadas hasta tres meses si se almacenan a 4°C en la oscuridad. Las
soluciones en DMSO almacenadas a -20°C en la oscuridad no muestran

degradacién del compuesto durante al menos 6 meses.
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e Preparacion de las soluciones de TPA para construir la curva de

calibracion.

Se prepard una solucién inicial de TPA de concentracion de 5 mg/mL en
acetato de etilo (grado cromatografico). A partir de esa solucion se tomaron las
alicuotas correspondientes para la preparacion de las demas soluciones de la
curva (10-500 ppm), llevandolas a su volumen final con acetonitrilo para no alterar
la composicion de la fase mdvil evitando asi obtener sefales cromatograficas
indeseadas.

Para obtener la curva de calibracion se inyectaron 50uL de cada solucién (por
triplicado). Los picos obtenidos en los cromatogramas se integraron y se
promediaron las areas de las tres comridas, para posteriormente obtener una
grafica de area como una funcién de la concentracién del compuesto de referencia
(A =f(c)).

2.8 Extraccion de los ésteres de forbol a partir del aceite y de las
semillas de J. curcas y preparacion de las muestras para su cuantificaciéon

Para fines de la determinacion de los ésteres de forbol presentes en el aceite y
en la semilla de J. curcas se llevaron a cabo los siguientes procedimientos de

extraccion:
a) Aceite

En un matraz volumétrico de 50 mL se colocaron 10 g de aceite de J. curcas
proveniente de Rosamorada, Nayarit y se le agregaron10 mL de hexano,
posteriormente se filtré para eliminar los residuos sélidos presentes.

Ya que el metanol y el hexano son inmiscibles, el aceite se extrajo
sucesivamente con metanol, por quintuplicado. Los extractos se juntaron y se
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concentraron en un rotavapor a una temperatura de 35°C, hasta eliminar el
disolvente. El residuo obtenido fue disuelto en acetato de etilo grado HPLC y se
llevé a un volumen final de 5 mL utilizando acetonitrilo grado HPLC, obteniendo

asi la solucioén final para llevar a cabo la cuantificacion.
b) Semilla

Se pesaron 25 g de semilla sin cascara (Rosamorada, Nayarit). Posteriormente
se trituraron en un mortero de ceramica hasta obtener un polvo. Las extracciones
se realizaron con diferentes disolventes para probar su efectividad, se utilizé
metanol, etanol, acetona y cloruro de metileno. El polvo de semilla obtenido se
colocd en un matraz volumétrico de 150 mL y se agregaron 50 mL del disolvente
elegido, ésta mezcla se dejo en agitacion durante dos horas, posteriormente se
filtré al vacio para recuperar el extracto. Este procedimiento se repitié tres veces, y
al final se juntaron todos los extractos. El extracto final se filtré a través de una
membrana para eliminar los residuos sdlidos. Posteriormente se concentré en un
rotavapor a una temperatura de 35°C, hasta la eliminacion del disolvente. El
residuo obtenido se disolvid en acetato de etilo grado HPLC y se llevé a un
volumen final de 5 mL con acetonitrilo grado HPLC, obteniendo asi la solucién final

para la cuantificacién.
c) Bagazo

El residuo obtenido después de prensar la semilla para la obtencion de aceite,
es conocido como bagazo. Nos interesa conocer el contenido de ésteres de forbol
en él para evaluar un parametro de su toxicidad. Para ello se llevé a cabo la
misma metodologia que con la semilla, a excepcion de que el bagazo se molid
mecanicamente hasta obtener un polvo. Posteriormente se pesaron 25 g de

bagazo y se realizo el procedimiento de extraccion.

El procedimiento para preparar la solucién a cuantificar es el mismo que para la

semilla.
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d) Obtencién de un extracto crudo

Se desea obtener una cantidad suficiente de ésteres de forbol a partir de la
semilla de J. curcas, para su purificacion y caracterizaciéon, para ello se debe
trabajar con una cantidad grande de materia prima. Se pesé un kilogramo de
semilla con cascara, y se moli6 mecanicamente. La harina fue macerada durante
dos semanas en 2 litros de metanol, posteriormente se colocé a reflujo durante 6
horas a una temperatura no mayor a 35°C. Después se filtré a vacio para
recuperar el extracto el cual se filtré a través de una membrana para eliminar los
residuos sélidos. Para la determinacion de ésteres de forbol se tomé un mililitro de
la solucién final y se analizé por el método cromatografico descrito anteriormente.
Para la obtencion del extracto crudo el solvente es eliminado en un rotavapor a

una temperatura no mayor a 35°C.

lil. Resultados

3.1 Relacion de peso cascara-semilla

Tabla 2. Relacién de peso ca semilla
Peso de la semilla semilla sin cdscara cascara
(g) (g) (g) % semilla
0.45 0.261 0.189 58.0
0.391 0.237 0.154 60.6
0.593 0.402 0.191 67.8
0.417 0.213 0.204 51.1
0.401 0.232 0.169 57.9
0.569 0.347 0.222 61.0
0.473 0.302 0.171 63.8
0.498 0.306 0.192 61.4
0.421 0.266 0.155 63.2
0.437 0.255 0.182 58.4
0.465 0.282 0.182 60.3
Promedio 0.47 0.28 0.18 60.32
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3.2 Determinacion del porcentaje de aceite en la semilla de J. curcas

Observaciones:
v No se recomienda realizar el prensado de la semilla sin cascara, pues se
observo la formacién de una pasta la cual no permitié la obtencién del aceite

y la prensa quedod atascada.

Tabla 3. Determinacién del porcentaje de aceite obtenido por el método de extraccion con prensa hidraulica.

Nombre de Aceite (g) Bagazo (g) Pérdidas por Aceite
la muestra manejo (g) colectado (%W)
Julia 4 61.971 329.281 8.748 15.49
Marychuy 2 63.758 331.281 4.961 15.94
Perla6 28.714 369.378 1.908 7.18
Sindi 3 33.887 364.298 1.815 8.47
Susie 5 18.071 374.723 7.206 4.52
Tabla 4. Determinacion del porcentaje de aceite por el método de i con equipo Soxhi
Nombre de la Cantidad de Cantidad de Aceite
muestra semilla (g) aceite obtenida (g) obtenido
(%W)
Julia 4 60 10.8 18
Marychuy 2 60 1.4 19
Perla 6 60 6.27 10.45
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3.3 Extraccion de la fraccion toxica a partir del aceite de Chiapas

Observaciones:

¥ Al agregar metanol al aceite, éste adquiri6 una coloracién rosa, por ello se
realizaron pruebas agregando diferentes disolventes a 1 mL de aceite en un

tubo de ensaye y agitando. Los resultados se muestran a continuacion:

Tabla 5. Pruebas de solubilidad del aceite

Disolvente(s) agregado(s)

Observaciones

Hexano + agua

2 fases, sin cambio de color

Hexano + metanol

2 fases, coloracion rosa (fase

alcohdlica)
Agua 2 fases, sin cambio de color
Metanol 2 fases, coloracién rosa (fase
alcohélica)
Eter etilico 1 fase, sin cambio de color

Eter etilico + agua

2 fases, sin cambio de color

Eter etilico + metanol

1 fase, coloracién rosa

Eter etilico + agua/metanol (1:9)

2 fases, coloracion rosa (fase

acuosa)

Etanol

2 fases, coloracion rosa (fase
alcohdlica)
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3.4 Extraccion de la fraccion téxica a partir de la semilla proveniente de
Nayarit e identificacion de los ésteres de forbol por medio de cromatografia de

capa fina (CCF).

A continuacién se muestran los resultados obtenidos al revelar con luz UV las

placas cromatograficas. (Figuras 3.1-3.4).

a) Figura 3.1 Sistema de elucion: Acetonitrilo.
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Rf del estandar=3.4 /4.8 = 0.71
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determinar

b) Figura 3.2 Sistema de elucion: Acetonitrilo/Cloroformo (1:1) viv
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|
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Rf del estandar=3/5.1=0.58

cm Rf de la muestra no se puede
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c) Figura3.3 Sistema de elucion: Metanol/Acetonitrilo (7:3) viv

Rf del estédndar no se puede determinar

Rf de la muestra no se puede determinar

|
| I
Estandar Muestra

° °
|

d) Figura 3.4 Sistema de elucién: Acetonitrilo/Metanol (9:1) viv

Rf del estandar = 4.3/5.2 = 0.83

” 5.2cm Rf de la muestra=4.3/5.2=0.83

4.3 cm

o

o

|

1
Estandar Muestra
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3.5 Pruebas para la obtencién de un derivado estable de los ésteres de
forbol

Al finalizar la reaccién se obtuvieron 16 mg un sdlido blanco, el cual se

caracteriz6 por espectroscopia IR, el espectro se muestra en la figura 3.5
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Figura 3.5. Espectro IR del prod btenido por la r i6n de Williamson

También se realizé la cromatografia de capa fina del producto obtenido contra
el compuesto estandar (TPA), para verificar la presencia de ésteres de forbol, o

sus derivados. El resultado se muestra en la figura 3.6

Figura 3.6
Sistemna de elucién: Acetonitrilo/metanol (9:1)
°©  fw Rf del estandar = 4.2/5 = 0.84
4.2 cm 4.1cm Rf de la muestra (1) =4.1/5 = 0.82

o]

Estandar Muestra

0(2)
1.2cm Rf de la muestra (2) = 1.2/5 0.24

——0
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Debido a la pequeiia cantidad obtenida de producto, no se pudieron realizar
otros experimentos de caracterizacién como resonancia magnética nuclear o
analisis elemental.

3.6 Disefio de un método de HPLC para la identificaciéon y cuantificacion
de los ésteres de forbol

3.6.1 Espectros de absorcion

Es necesario conocer los espectros de absorcién tanto del disolvente como del
compuesto de referencia para elegir una longitud adecuada a la cual trabaje el
detector del sistema cromatografico. En la figura 3.7 se muestran los espectros

correspondientes.
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] | 003 .\l
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{ ‘ < -
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T T T T
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Figura 3.7. Espectros de ab ién del tato de etilo (izquierda) y del TPA (derecha).

3.6.2 Cromatogramas del TPA y los disolventes utilizados

En las figuras 3.8 — 3.16 se muestran los cromatogramas correspondientes a
los disolventes y a algunas soluciones del compuesto estandar, con sus
respectivos datos correspondientes a tiempo de retencién y area integrada de los

picos.
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Figura 3.8. Cromatograma acetona. Fase mévil: acetonitrilo
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Figura 3.9 Cromatograma acetato de etilo. Fase mévil: acetonitrilo
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Figura 3.10 C grama acetonitrilo. Fase mévil: acetonitrilo
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Figuras 3.11 - 3.12. Estédndar, 200 ppm. Fase mévil Acetonitrilo/Agua (80/20%v/v)
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Figura 3.15. Estandar, 400 ppm. Fase mévil 100% acetonitrilo
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Figura 3.16. Estandar, 10 ppm. Fase mévil 100% acetonitrilo

3.6.3 Curvas de calibracion del TPA

En la tabla 6 se muestran los promedios, de tres valores, correpondientes a las
areas de los picos cromatogréaficos en funcién de las concentraciones de TPA.

Tabla 6. Datos de la curva de calibracién del TPA

Concentraciéon Concentraci Promedio de area
(mg/mL) 6n (ppm) del pico
0.01 10 128620
0.02 20 305436
0.04 40 675754
0.05 60 856478
0.06 60 1043494
0.08 80 1379731
0.1 100 1784009
0.2 200 3633950
0.3 300 5554048
0.4 400 7228347
0.5 500 9297028
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En la figura 3.17 se muestra la curva de calibracion obtenida de acuerdo a los
datos de la tabla 6.

Curva TPA
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Figura 3.17 Curva de calibracién del TPA

3.7 Cromatogramas de las muestras

En las figuras 3.18-3.32 se muestran los cromatogramas obtenidos para las
diferentes muestras de extraccién de ésteres de forbol.
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Figura 3.18 Muestra: 10 g de aceite (Nayarit "R . Extraccién con I. Fase mévil: acetonitrilo
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Figura 3.19 Muestra: 10 g de aceite (Nayarit "Julia 47). Extraccién con metanol. Fase mévil: acetonitrilo.

60




1.00]
|
.l
2 05015
24
=] = o~ e g
.
0004 | = © i R Q i © 9
\ | \ b3 85 o g e g M~
08 ;\__. .//T/+i \L/J{\\"H_ ‘OL -’f‘\_;%\ T 3
''1.'."'n'''.|_-‘i""1."'-‘|"'|"'_i-'“‘l_'t
200 400 800 800 1000 1200 1400
Mnutes
Tiempo de Area % Altura
retencién Area
(min)
0.107 4171426 553 | 519037
2.111 8308406 11.01 | 246544 |
2.488 5653122 7.49 | 288301
2677 24250001 32.13 | 2079137
4672 14811024 19.62 | 246258
6.633 26224 0.04 3125
7.017 284274 0.38 8408
8.761 8497738 11.26 | 257696
10.753 110624 0.15 | 4231
1.442 9307462 12.33 | 264029
3.373 42249 0.06 1521
4733 17065 0.02 1038

Figura 3.20 Muestra: 10 g de aceite (Nayarit "Marichuy"). Extraccién con metanol. Fase mévil: acetonitrilo
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Figura 3.21 Muestra: 10 g de aceite (Nayarit “toxica”). Extraccién con metanol. Fase mévil: acetonitrilo
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Figura 3.22 Muestra: 10 g de aceite (Nayarit “No téxica”). Extraccién con metanol. Fase mévil. Acetonitrilo
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Figura 3.23 Muestra: 5 g de semilla sin (Nayarit "R "). Extraccién con acet Fase mévil: acetonitrilo
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Figura 3.24 Muestra: 5 g de semilla sin cascara (Nayarit "R cira").Extraccién con metanol. Fase mévil: acetonitrilo
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Figura 3.25 Muestra: 5 g de semilla sin cascara (Nayarit "R ita”). Extraccién con dicl tano. Fase mévil:

acetonitrilo
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Figura 3.26 Muestra: 1 kg de semilla (Zacatlan, Puebla). Extraccién con metanol. Fase mdvil: acetonitrilo
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Figura 3.27 Muestra: 1 kg de semilla (Zacatidn, Puebla). Fase moévil (Acetonitrilo:agua 90:10 % v/v)
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Figura 3.20 Muestra: 1 kg semilla (Nayarit "no téxica”). Extraccién con metanol. Fase mévil: acetonitrilo
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Figura 3.31 Muestra 25 g de Bagazo (Nayarit “téxica"). Extraccién con metanol. Fase mévil. Acetonitrilo
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Figura 3.32 Muestra 25 g de Bagazo (Nayarit “téxica”). Extraccién con dicl . Fase mévil: acetonitrilo
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IV. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Relacién de peso cascara-semilla

Como se observa en la tabla 2, la semilla constituye, en promedio, un 60% del
peso total, mientras que el 40% corresponde a la cascara. Recuérdese que estos
datos corresponden a los pesos de la semilla seca, proceso que debe realizarse

siempre antes de trabajar con la semilla de Jatropha curcas.

4.2 Determinacion del porcentaje de aceite en la semilla de J. curcas

Analizando las tablas 3 y 4, se puede observar que los porcentajes de aceite
obtenidos mediante el método de extraccion Soxhlet son mayores que los obtenidos
mediante la expresién mecanica. Pero ello no quiere decir que este método sea
mejor, pues depende de la cantidad de semilla que se trabaje y el fin con el que se
haga la extracciéon. El método Soxhlet es la mejor opcidon para desengrasar la
semilla, pero si concieme la obtencién de los ésteres de forbol, no debe
desengrasarse de esta manera pues ellos se descomponen con el calor. Para eso,
lo mejor seria realizar primero la extraccion de los ésteres de forbol, y
posteriormente lavar el extracto con hexano, o bien, realizar el desengrasado en
frio, extrayendo varias veces con hexano, y posteriormente obtener los ésteres de
forbol.



4.3 Extraccion de la fraccion toxica a partir del aceite de Chiapas

Como se observa en la tabla 5, al agregar cualquier disolvente alcohdlico al
aceite, éste adquirié una coloracién rosa, lo cual pudiera ser indicio de una reaccion
quimica, o bien de alguna interaccion entre el disolvente y algin compuesto
presente en la mezcla, el cual se encontraba previamente insoluble. Por esta
razén, decidié descartarse esa materia prima, pues la finalidad de utilizar los
disolventes es extraer los ésteres de forbol sin alterar la composicién del aceite.

4.4 Extraccion de la fraccion toxica a partir de la semilla proveniente de
Nayarit e identificacion de los ésteres de forbol por medio de cromatografia en
capa fina (CCF).

En la figura 3.1 se observa que al correr la placa cromatografica con
acetonitrilo, Gnicamente se desplaza el estandar, mientras que la muestra no corre.
Al disminuir la polaridad del disolvente con el sistema acetonitrilo/cloroformo (1:1),
el R.F. del estandar disminuye un poco, mientras que la muestra eluye con el frente
del disolvente y no se puede determinar su Rf, tal como se observa en la figura 3.2.

En la figura 3.3, se muestra lo que ocurre al aumentar la polaridad del sistema
de elucion, utilizando una mezcla acetonitrilo/metanol (7:3), tanto el estandar como
la muestra se desplazan tan rapido que sus R.F. no pueden determinarse. Por
ultimo en la figura 12, se observa que al disminuir un 20% la proporcién del
metanol, tanto el estandar como Ia muestra tienen el mismo Rf., pudiendo identificar
asi los ésteres de forbol en la muestra. Ademas, ya que la CCF proporciona
también un criterio de pureza, se puede concluir que el método de extraccion de la
fase toxica fue efectivo para obtener los ésteres de forbol, sin la presencia de
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impurezas, aunque esto habria de verificarse mediante HPLC, pues es una técnica
de una alta resolucion a diferencia de la CCF.

4.5 Pruebas para la obtencion de un derivado estable de los ésteres de
forbol

El espectro IR del producto obtenido (Figura 3.5) muestra las siguientes
bandas:

Tabla 7. Espectro IR del producto obtenido por la reaccion de Williamson
Frecuencia (cm™) Grupo funcional correspondiente

3439.48 Alcohol
2924.16 Metilenos
2854.50 Metilenos
1743.51 Ester
1561.82 Nitro
1378.02 Metilos
1243.48 Ester
1091.12 Ester
802.08 Alqueno trisustituido
662.01 Alqueno, Alcano, Alcohol
605.92 Ester
468.15 Nitro

La figura 3.6 muestra el resultado de la cromatografia de capa fina para el
producto obtenido por la reaccién de Williamson, en la cual se observa que la
muestra se separa en dos manchas, una que presenta un Rf muy similar al del
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estandar, y otra que presenta un R.F. muy pequefio, la cual seguramente

corresponde a una impureza en el producto.

De acuerdo a las frecuencias del espectro de IR, se puede decir que estan
presentes todos los grupos funcionales que componen la estructura de los ésteres
de forbol, aunque las bandas de 1561 y 468 cm-1 sugieren la presencia de un
grupo nitro, lo cual puede corresponder a alguna impureza. No aparece ninguna
banda correspondiente a un grupo éter, por lo que no hay indicio de que se obtuvo
algun derivado de éster de forbol. A pesar de que aparecen bandas de los grupos
funcionales caracteristicos de los ésteres de forbol no se puede afirmar su
presencia, pues podriamos hablar de una mezcla de compuestos presentes en el
extracto, ya que no se llevé a cabo ningun proceso de purificacion de los ésteres
previo al experimento IR.

4.6 Diseiio de un método de HPLC para la identificacion y cuantificacion
de los ésteres de forbol

4.6.1 Espectros de absorcién

Tal como se observa en la figura 3.7, la longitud de onda adecuada para la
deteccion de los ésteres de forbol es de 250 nm, pues la absorcién del disolvente
a este valor es minima, mientras que la del estandar es muy grande, esto permite
una buena eficacia en la deteccién del analito.

4.6.2 Cromatogramas del TPA y los disolventes utilizados

La acetona muestra un pico muy grande a la longitud de onda de 250 nm por lo
cual se descarté como disolvente. La sefial que muestra el acetato de etilo es mas
pequefia comparada con la de la acetona, pero la del acetonitriio es incluso
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insignificante, lo cual era de esperarse pues es el eluyente, por ello todas las
soluciones son aforadas utilizando este disolvente.

Como se observa en las figuras 3.11 y 3.12 el tiempo de retencién del TPA al
utilizar como fase movil agua/acetonitrilo (80:20%v/v) se encuentra entre los 15y
18 minutos, tiempo que disminuye hasta los 7.9 — 8.1 minutos modificando la fase
moévil a 100% de acetonitrilo (Figuras 3.13 — 3.14). Al calcular el factor de
capacidad para el TPA resulta:

K'= (tr-tw)/Tu = (8-2.8)/2.8 = 1.86

Ya que el valor esta por encima de la unidad y debajo de 10, se puede decir
que el tiempo de retencion del analito es aceptable, de acuerdo a lo consultado en
la literatura.

Los tiempos de retencion se mantienen constantes al utilizar como eluyente
100% acetonitrilo, mientras que si la fase mdévil contiene agua, los tiempos de
retencién varian algunos minutos, ésto puede deberse a las interacciones que
presentan los grupos hidrofilicos de la molécula de TPA con el agua y con la fase
estacionaria. Este problema podria solucionarse al utilizar una solucion

amortiguadora de pH.

El utilizar acetonitrilo como eluyente resulta una buena opcién para el
compuesto estandar, pues reduce el tiempo de retencién, obteniendo buena
reproducibiidad en las sefiales, pero tiene la desventaja de que no asegura una
buena resoluciéon para las muestras, pues a pesar de que el acetonitrilo es un
buen disolvente para una muy amplia gama de compuestos, el utilizar como
eluyente un disolvente puro, implica que el poder de elucién disminuya y no exista

una buena separacion de los componentes.
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4.6.3 Curvas de calibracion del TPA

Como se observa en la figura 3.17 la curva de calibraciéon obtenida ajusta
muy bien a una funcién lineal, con un coeficiente de correlacién (R) muy cercano a
1, lo cual indica que el sistema sigue la Ley de Lambert-Beer, la cual relaciona la
absorcion de la luz con las propiedades del material, y se expresa con la siguiente

ecuacion:

A=alc

Donde:

A es la absorbancia

| es la distancia del paso éptico

c es la concentracién de sustancia absorbente en el medio

a es el coeficiente de absorcion o la absortividad molar de la sustancia

La ley tiende a no ser valida para concentraciones muy elevadas,
especialmente si el material dispersa mucho la luz.

4.7 Cromatogramas de las muestras

De acuerdo a la bibliografia consultada, se pueden tomar en cuenta como
sefales cromatograficas pertenecientes a los diferentes ésteres de forbol, aquellas
que aparezcan alrededor de hasta 5 minutos de la sefial del compuesto de
referencia (TPA).

Utilizando la metodologia propuesta, el TPA aparece en un tiempo promedio de
8 minutos, por lo que se tomdé en cuenta como sefiales de ésteres de forbol los
picos obtenidos de 6 a 12 minutos.

En la tabla 8 se muestran las sefiales de importancia obtenidas para cada uno

de los cromatogramas de las muestras:
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Tabla 8. Calculo del contenido de ésteres de forbol.

Figura Muestra Disolvente Tiempo de Area Concentracién
para la extraccién | retencién de la Integrada de ésteres de
sefial (min) forbol (mg/g)
3.18 Aceite Metanol No detectados
“Ramoncita”
3.19 Aceite “Julia Metanol 6.652 1334413 0.16
4" 7.021 2293425
7.847 258049
9.522 394472
11.456 1823905
Aceite Metanol 8.761 8497738 0.486
3.20 “Marichuy”
11.442 9307462
321 Aceite Metanol 11.267 9175756 0.251
“téxica”
3.2 Aceite “no Metanol 9.123 557394 0.0027
toxica”
3.23 Semilla Acetona No detectados
“Ramoncita”
3.24 Semilla Metanol No detectados
“Ramoncita”
3.25 Semilla Diclorometano desconocido desconocido desconocido
“Ramoncita”
3.26 Semilla Metanol (Fase 7.999 118594114 6.45
“Zacatlén” mavil
acetonitrilo)
3.27 Semilla Metanol 1.89
“Zacatlan” 10.406 5907627
(Fase mévil 11.106 7236970
agua/acetonitrilo 14.645 21532316
10:90)
3.28 Semilla Metanol 9.681 41706452 227
“Nayarit Toxica”
3.29 Semilla “No Metanol 11.482 1047380 0.061
toxica”
3.30 Bagazo Etanol No detectados
“téxico”
331 Bagazo Metanol No detectados
“téxico”
3.32 Bagazo Diclorometano No detectados
“téxico”

74




En la tabla 9 se muestran valores reportados en la literatura consultada, del

contenido de ésteres de forbol en diferentes muestras de J.curcas.

Tabla 9. Contenido de ésteres de forbol en J.curcas reportados en |a literatura.

Referencia Pais de origende la | Tipo de muestra Concentracién
semilla de ésteres de
forbol reportada
(mg/g)
Hass, W. etal Nicaragua Aceite (toxicidad 0.00031
(10) desconocida)
Becker, K. et al. Coatzacoalcos, Semilla téxica 3.85
(5) Veracruz
Aderibigbe, A. Cape Verde Semilla toxica 2.70
Nicaragua Semilla téxica 2.17
etal. (3) Nigeria Semilla téxica 2.30
Papantla, México Semilla no téxica 0.11
Becker, K. et al Suchiapa, Chiapas | Semilla téxica 2.03
(7 Villaflores, Chiapas | Semilla toxica 0.60
Tlaxmalac, Guerrero | Semilla téxica 1.88
Chiapa de Corzo, Semilla toxica 4,05
Chiapas
Juman, S. et al México Aceite no tdxico 0.27 mg/g
(14) Indonesia Aceite toxico 15.8 mg/g
India Aceite toxico 58mg/g
Malaysia Aceite toxico 23 mg/g

75




V. Conclusiones

Se probé diferentes métodos de extraccion, reportados en la literatura, de
los ésteres de forbol a partir de Jatropha curcas, encontrando:

a) para la extraccion a partir de la semilla el disolvente mas efectivo es el
diclorometano, y el metanol también resulta efectivo a tiempos largos de
maceracion.

b) como en las muestras de las extracciones realizadas a partir del bagazo
no se detectaron ésteres de forbol, podria pensarse que la presencia de
la cascara de la semilla influye en una baja eficiencia en la extraccion,
por lo cual habria que realizar el procedimiento con tiempos mas largos
de maceracion. Por otro lado, para la semilla téxica, Makkar y
colaboradores (2008), reportaron que el aceite contiene de 70% a 75%
del total de los ésteres de forbol, y el 25-30% restante, lo contiene la
semilla, lo cual da otra explicaciéon a el por qué no se detectaron los
compuestos en el bagazo.

c) en la extraccion a partir del aceite se encontré que lo mas practico y
eficiente es la utilizacion del sistema hexano-metanol, pues se evita la
formacion de emulsiones estables, permitiendo la separacién de la fase
oleosa y la que contiene los ésteres de forbol.

Se calculd las concentraciones aproximadas de los ésteres de forbol en las
muestras extraidas:

a) la concentracion promedio en el aceite “aparentemente” toxico es de
0.3 mg/g de aceite, mientras que en el aceite “aparentemente” no téxico
es de 0.0027 mg/g de aceite.

b) la concentracion promedio en la semilla “aparentemente” toxica es de
2.08 mg/g, mientras que en la semilla “aparentemente” no téxica es de
0.061 mg/g.

Los valores de las concentraciones de los ésteres de forbol en variedades
téxicas y no toxicas de J. curcas reportadas en este trabajo, son silimares a
aquellos encontrados en |a literatura consultada:
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a) para la semilla téxica el promedio es de 2.44 mg/g.

b) para la semilla no téxica Gnicamente se encontré el dato de 0.11 mg/g,
lo cual corresponde casi al doble del valor reportado en este trabajo.

c) para el aceite proveniente de variedades mexicanas, el promedio es de
0.27 mg/g

d) para el aceite toxico de especies asiaticas el promedio es de 7.96 mg/g
de aceite

* No debe considerarse a las variedades de semilla donde no se detecto los
ésteres de forbol como variedades no tdxicas, pues hay que recordar que
otros compuestos como la cursina y otros inhibidores de tripsina son
responsables de la toxicidad de la planta. Para poder realizar una
clasificacion objetiva de las variedades de semilla de J. curcas, es
necesario realizar los bioensayos pertinentes para determinar su toxicidad.

» En este trabajo se aporta como contribucion el uso exclusivo de acetonitrilo
como eluyente unico en el método cromatografico empleado, en contraste
con las diversas —y a menudo complejas y dificiles de manejar- mezclas de
solventes utilizadas por otros autores, seglin consta en la bibliografia
contemporanea. El solo uso del acetonitrilo conduce a resultados en la
deteccion de los compuestos dentro de los rangos reportados y aun puede
observarse cierta mejoria en los tiempos de retencion registrados, asi como
en la reduccion en los intervalos de aparicion de los picos de los analitos.

» Los resultados de este trabajo de investigacion pueden servir —ya de
manera inmediata— como guia para la identificacién de los compuestos de
interés; fanto para su extraccion —donde se observé una cierta mejoria al
macerar durante dos semanas— a partir de las muestras de semilla o de la
planta jatrofa;, como para su deteccién cromatogréfica y el célculo
aproximado de su concentracién. Si bien es necesario aun afinar los
parametros de la técnica para la determinacion cuantitativa de los ésteres
de forbol de manera altamente reproducible y confiable.
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VI. Recomendaciones

Uno de los principales objetivos del proyecto institucional, del cual esta
investigacion forma parte, es encontrar —o promover su desarrollo en el
laboratorio— una variedad mexicana de J. curcas de una calidad excepcional, es
decir, que contenga un gran porcentaje de aceite, y ademas que contenga
grandes cantidades de productos de valor agregado. Por esto mismo es de capital
importancia la obtencién de lotes homogéneos y frescos de las muestras de
semillas y plantas de las variedades de jatrofa que crecen en el territorio nacional.

Asimismo se destaca la necesidad de optimizar el transporte y almacenamiento
de las muestras hasta su utilizacién en el laboratorio, pues de la calidad de las
muestras depende radicaimente el éxito obtenido en el laboratorio, ya que la
degradacion de las muestras no permite el completo y adecuado analisis que
requiere la cuantificacion de los ésteres de forbol y otras sustancias presentes en
la jatrofa.

Para el seguimiento inmediato de esta investigacion debe tenerse en cuenta lo
siguiente:

» Para mejorar la eficacia de las extracciones de los ésteres de forbol,
principalmente en el bagazo de la semilla, se recomienda incrementar los
tiempos de maceracién. También seria recomendable el desengrasado
previo de las muestras, recordando que este procedimiento no debe
realizarse a altas temperaturas; este procedimiento permitiria diferenciar
con precisién en qué proporcién se encuentran los ésteres de forbol tanto
en la semilla como en el aceite.

e Para optimizar el método cromatografico utilizado en la identificacién y
cuantificacion de los ésteres de forbol, posiblemente deba modificarse la
fase movil para permitir una mejor resolucion de la técnica, es decir, que
pueda identificarse y cuantificarse todas las especies quimicas presentes
en la muestra. Seria recomendable la adicidn de proporciones pequeiias de
disolventes polares como agua o metanol, asi como el uso de una solucién
amortiguadora de pH.

* Una vez optimizado el método cromatografico, sera posible determinar
cuantitativamente los ésteres de forbol, y posteriormente seguir con la
etapa de identificacion y purificacion de los diferentes diterpenos que
contienen las variedades con las que se trabajara en el corto plazo. Para
ello seria recomendable incluir técnicas cromatograficas tales como las de
columna abierta y de cromatografia por afinidad; asimismo, técnicas
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instrumentales tales como la Espectroscopia de Masas y la Resonancia
Magnética Nuclear, para la caracterizacion de los compuestos aislados.

Para la continuacién a futuro de esta investigacién, seria necesario extrapolar
los procesos de extraccion y purificacion de los ésteres de forbol a niveles
industriales, evaluando la factibilidad y rentabilidad de obtener y comercializar
estos compuestos.

En mi opinion, en México, la planta J. curcas tiene mucho potencial en lo que
se refiere a su uso como un cultivo energético, asi como alimento para ganado, y
los esfuerzos inmediatos deberian concentrarse en promover el cultivo de las
variedades no toxicas de la planta, pues ellas unicamente se encuentran en
nuestro pais. El utilizar estas variedades, ademas de aumentar el
aprovechamiento de la planta, permite eliminar el riesgo de los trabajadores al
manipular el aceite e incluso la semilla, disminuyendo asi los costos de produccién
tanto para la fabricacién de los biocombustibles como del alimento para ganado.

De cualquier manera no debe dejarse a un lado el estudio de las variedades
toxicas con las que se cuenta en México, con fines de aumentar el conocimiento
que se tiene de los productos naturales del pais, asi como de las aplicaciones que
pueden tener estas toxinas tanto en la investigacién biomédica basica, como en el
desarrollo de farmacos y otros productos de importancia.
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