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1. INTRODUCCION

La Quimica Verde es una filosofia que trata sobre la prevencion de la contaminacion, a través

del disefio ambientalmente compatible de productos y procesos quimicos.

Esta filosofia esta fundamentada en 12 principios que promueven el desarrollo de los procesos
de transformacién, para que sean respetuosos con el ambiente y que el uso los recursos naturales
sean mas eficientes, la mayoria de los procesos quimicos, involucran el uso de fuentes de
energia térmica, a través de parrillas o mantillas de calentamiento, lo que representan un gasto

energético elevado.

Con el fin de minimizar los gastos de energia, se deben investigar nuevas posibilidades y hacer
que el gasto de energia en los sistemas quimicos sea lo méas eficiente posible (Rodriguez-
Hernandez et al., 1994).

Con respecto a lo anteriormente mencionado, en este trabajo se realizé una contribucion, a la
quimica de la perezona, con un enfoque en la Quimica Verde, incidiendo en el principio 6
“eficiencia energética” y esto ultimo mediante un estudio comparativo del empleo de diferentes
energias de activacion para la extraccion de perezona (radiaciones infrarrojas y microondas),

comparandose los resultados obtenidos con el tratamiento térmico convencional (Esquema 1).

La identificacion de la molécula objetivo se realizé6 mediante una reaccion de derivatizacion y
su posterior analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, es

importante resaltar que con la radiacion infrarroja se obtuvieron los mejores resultados.




Esquema 1. Metodologia general empleada.

Estudio comparativo de la extraccion de perezona de Acourtia
platyphylla, empleando fuentes alternas de activacion.

Colecciodn e identificacion del espécimen

Método de secado

Molienda y
conservacion

Extraccion
Irradiacion Irradiacién Método Clasico
infrarroja microondas

Resultados de la obtencion
de extractos

Identificacion y cuantificacion

Analisis estadistico




2. ANTECEDENTES

Durante el desarrollo de la humanidad, siempre se ha tomado de la naturaleza lo necesario para
la subsistencia, sin embargo, la explotacién de los recursos naturales ha ido aumentando debido
al incremento de la poblacion y de la demanda de tecnologias que ayuden en las actividades
diarias, sobrepasando cada vez con mas frecuencia la capacidad del medio natural para
mantenerse en equilibrio. Esto es en parte a que la complejidad de la actividad humana ya no
comprende s6lo la subsistencia sino todo aquello que contribuya a aumentar el nivel de

bienestar.

Nuestra calidad y expectativa de vida ha aumentado en gran parte gracias a la industria quimica
que en un esfuerzo multidisciplinario nos ha otorgado productos que han llegado a ser
indispensables en nuestra vida diaria como son: los medicamentos, las fibras sintéticas, los

plasticos, combustibles, etc.

Evidentemente parte de los problemas del pasado han sido resueltos gracias a las ciencias en
particular la Quimica. Sin embargo, la mala practica, ética y aplicacion de metodologias,
sumadas a una produccion cada vez mayor de residuos industriales ha generado problemas de
contaminacién, provocando accidentes que han afectado los ecosistemas y la vida de miles de

seres humanos, los cuales pudieron haber sido evitados,

Esto implica una oportunidad de seguir aportando al bienestar y progreso de la humanidad, pero
con compromisos éticos que eviten los efectos ambientales negativos. Cabe sefialar que no basta
la promulgacion de leyes que limiten la actividad quimica si no que son necesarias propuestas

que ésta misma promueva para un desarrollo sostenible.
(Osorio, R., & Di Salvo, A. 2008 p 12-13)

El acido pipitzahoico o perezona, es una quinona sesquitérpenica (Figura 1), la cual esta
reconocida como el primer metabolito secundario aislado en el nuevo mundo. Este metabolito
secundario fue identificado y aislado a partir de un espécimen del género perezia (actualmente

Acourtia), por el cientifico mexicano Leopoldo Rio de la Loza (1911).




OH

o]
Figura 1. Estructura de la perezona

Garritz (2017) menciona que Leopoldo Rio de la Loza naci6 el 15 de noviembre de 1807 en
México, Distrito Federal, fue profesor de quimica y estudi6 los productos naturales existentes
en diversos vegetales mexicanos, fue el descubridor del &cido pipitzahoico o perezona, este
trabajo lo hizo merecedor de un importante premio internacional en 1856, por la Sociedad
Universal Protectora de las Artes Industriales de Londres.

ESCRITGCS
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o e
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' o o~
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.. :
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Figura 2. Don Leopoldo Rio de la Loza y caratula del libro de sus escritos.

Garritz Andoni (abril 2007) Educacion Quimica,200 aniversario del nacimiento de Leopoldo Rio de la Loza Vol.
18, No 2. Recuperado de http://mww.revistas.unam.mx/index.php/reg/article/view/65956/57880.
La perezona es considerada una molécula importante, entre otras cosas estos son algunos de los

trabajos que podemos encontrar acerca de ella:

e Componentes activos en las raices de perezia (Enriquez, Ortega y Lozoya. et al., 1980)
e Transformacion de perezona-pipitzol (Sanchez I. et al.,1981).

e Laquimica de la perezona y sus consecuencias. (Nathan-Joseph et al., 1989).

e Isomerizacion de perezona en isoperezona (Rodriguez-Hernandez et al., 1994).

e Perezia cuernavacana (Arellano, Vazquez J, et al.,1996).
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e Reordenamientos de perezona. (Burguefio-Tapia E, Nathan-Joseph P, 1997)

e Efecto de la perezona en arritmias y marcadores celulares en ratas anestesiadas. (Téllez,
Carvajal, Cruz, Carabaez y Chavez, 1999)

e Efecto de la perezona, sobre la agregacion plaquetaria. (De la Pefia A., et al., 2001)

e Actividad fitotoxica de perezona. (Burguefio-Tapia, Castillo, Gonzélez-Coloma y
Nathan-Joseph 2008).

e Eco-contribucion a la quimica de la perezona (Martinez, J et al., 2008).

e Muerte celular por Perezona e isoperezona (Sanchez-Torres et al., 2010).

e Evaluaciones citotoxicas de derivados de perezona. (Concepcion Lozada et al., 2012).

2.1 Quimica Verde

El concepto de Quimica Verde (QV), proviene del idioma inglés, Green Chemistry, y tiene

como principal objetivo la “prevencion de la contaminacion”.

La Quimica Verde implica el desarrollo de técnicas que mejoren la calidad de vida del ser
humano teniendo en cuenta el impacto al ecosistema, por lo que busca mejorar procesos en
todas las areas posibles, tan diversas como son la salud, la higiene, el desarrollo de nuevos
materiales con una mayor compatibilidad ambiental en comparacion con los disponibles
actualmente. Ademas, la Quimica Verde se enfoca entre otras cosas, en la disminucién de
sustancias peligrosas, ya que es necesario comprender y anticiparse a las posibles consecuencias
en la elaboracion de procesos y productos tanto para el uso domeéstico como industrial

(Sierra A et al 2014).

De la Hoz (2009) menciona que los quimicos en el ejercicio de su actividad profesional tienen
la gran responsabilidad de preocuparse por la salud de sus compafieros y los consumidores de
los productos al mismo tiempo que sirven al avance cientifico y al interés pablico evitando la
contaminacién y protegiendo el ambiente. Todo esto siguiendo el cddigo de conducta de la

American Chemical Society.




2.2 Los Doce Principios

La sostenibilidad, es el crecimiento de nuestra civilizacion depende de si podemos suministrar
fuentes de energia, alimentos y productos quimicos a la creciente poblacién sin comprometer

la salud de nuestro planeta a largo plazo.

En el &rea de la quimica uno de los conceptos que mas se apega al proposito de lograr la

sostenibilidad, son los doce principios, que rigen la Quimica Verde.

Principios propuestos por Anastas y Warner (1998) y que proponen un conjunto de estrategias,
que tienen como objetivo el desarrollo de productos y procesos quimicos con el compromiso
ético de la conservacion del medio ambiente, evitando utilizar sustancias toxicas y previniendo
las que pueden ser formadas en las actividades industriales, académicas y de investigacion. Asi

como maximizar los recursos empleados en la creacion de un producto final.

En resumen, el empleo de estas estrategias, es el camino correcto que nos podria acercar a un

mundo sostenible.

Cabe mencionar que no es de caracter obligatorio el empleo de todas las estrategias en un mismo
proceso, ya que en todos los casos no es posible, modificar o cambiar alguno o algunos de los
materiales necesarios en los procesos quimicos, sin embargo, con la aplicacion de al menos uno
de los doce principios, es posible innovar cualquier proceso, y siguiendo la metodologia

adecuada siempre se puede mejorar un proceso quimico. (Doria, 2009 p 412).
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proteccion/desproteccion,
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Figura 3. Los 12 principios de la quimica verde

Figura adaptada de: Sierra, Angelica. et al, (Julio-diciembre, 2014). RIDE Revista Iberoamericana para la
Investigacion y el Desarrollo Educativo, vol. 5, num. 9 Recuperado de
http://www.redalyc.org/articulo.0a?id=498150317001.




2.3 Cinética Quimica

El control de una serie de variables como presion, temperatura, tiempo, pH, disolventes,
agitacion, concentracion, etc. son condiciones necesarias para lograr la extraccién de las
sustancias quimicas requeridas, por lo que la aplicacion de estrategias de la quimica verde
permite optimizar tiempos, disminuir la generacion de sustancias contaminantes y en algunos
casos, prescindir del uso de disolventes, entre otras cosas, permitiendo condiciones de

extraccion mas suaves, todo lo anterior basado en los 12 principios de la Quimica Verde.

En un inicio, la manera de suministrar energia a las diferentes extracciones quimicas se
realizaba empleando fuego, lo cual significaba cierta cantidad de energia no focalizada que
terminaba por desperdiciarse, sin embargo, en 1855 esta manera cambio gracias a Bunsen quien
creo el mechero, consecuentemente se aplicaron otras metodologias de suministrar energia a las

extracciones, empleando bafios de aceite, arena, mantillas de calentamiento etc. (Kappe, 2004).

Actualmente se busca utilizar fuentes energéticas alternas a la térmica convencional, tanto en la
activacion de reacciones como en los procesos de extraccion, el empleo de sonicacion,
microondas, ultrasonido, y radiacién infrarroja, son algunos ejemplos, que destacan
principalmente por mejorar la cinética en las reacciones y disminuir los tiempos requeridos en
las extracciones, mejorando el rendimiento de productos y evitando la formacion de

subproductos no deseados (Escobedo, Miranda y Martinez, 2016, p.1).

A continuacion, se presentan los aspectos tedricos fundamentales que soportan el empleo de las

fuentes alternas de activacion




2.4 Tratamiento térmico convencional (decoccidn)

Una definiciébn ampliamente aceptada del proceso de extraccién es la separacion de una

sustancia inmersa en una mezcla, por la accion de un disolvente que la disuelve selectivamente.

En el proceso de decoccion, el material debe ser preferentemente fragmentado, con el fin de
aumentar la superficie de contacto, favoreciendo la interaccion entre el material y el disolvente,
convenientemente escogido, y calentado al punto de ebullicion. Debido a que un calentamiento
prolongado de la solucién podria conducir a la evaporacion total del disolvente, se emplea un
matraz (el cual contiene el material a extraer mas el disolvente) conectado a un refrigerante por
el cual generalmente fluye agua disminuyendo el calor del sistema para condensar el disolvente
y que este regrese al medio de reaccion, y asi mantener una temperatura y presion constante

permitiendo una mejor extraccion de los componentes deseados.

Este método presenta el inconveniente de que muchos compuestos termolabiles se alteran o
descomponen a la temperatura de ebullicion del disolvente, y por lo general requiere de largos

tiempos de extraccion (Lamarque, et al., 2008)

Termometr
- q}/) Jno etro
[
|l
(.

‘i

\“m -~ Salida de agua

{

{ — Refrigerante

|
i f
{

)
\ /= <— Entrada de agua

H

—— Bano de aceite
mineral o grafito

— Placa de
agitacién-calefaccion

©©O
e

Figura 4. Esquema de la extraccion por decoccion.

Figura obtenida de: Practicas de Quimica Organica, 11, Universidad de Sevilla. Recuperado de;
http://personal.us.es/gdegonzalo/uploads/Docencia/ Qu¥C3%ADmica%200rg%C3%A1nica%2011/Q011%20Pr%
C3%A1cticas%20Manual%20alumnos%202014-15.pdf
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2.5 El espectro electromagnético

El espectro electromagnético es el conjunto de todas las frecuencias (nimero de ciclos de la
onda por unidad de tiempo) En las que se produce radiacion electromagnética, debido a que las
ondas electromagnéticas no interactian de la misma manera con la materia, el espectro
electromagnético, convencionalmente, se divide en bandas de frecuencia de menor a mayor

longitud de onda.

Esté division del espectro, contempla diversos criterios y en algunos casos podria existir algun
tipo de solapamiento entre las bandas provocando que alguna frecuencia quede incluida en dos
intervalos, ya sea por los fendmenos fisicos que generan la radiacién o por el aprovechamiento

de esta energia a una frecuencia (Luque Ordofiez, 2012).

Espectro Radioeléctrico }
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Figura 5. Espectro electromagnético.

Figura obtenida de: Esopo, El Espectro electromagnético
Recuperado de: https://iie.fing.edu.uy/proyectos/esopo/eem/

Para este trabajo las radiaciones de mayor interés, son las infrarrojas y microondas, debido a
que su interaccion con las moléculas facilita la extraccion de los compuestos de interés.
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2.6 Infrarrojo

La radiacion infrarroja (IR) es un tipo de radiacion electromagnética, que fue
descubierta en 1800 por el astronomo inglés William Herschel, quien, colocé un termémetro de
mercurio en el espectro obtenido, de la luz visible, por un prisma de cristal con el fin de medir
el calor emitido por cada color. Descubrié que el calor era mas fuerte al lado del rojo del
espectro y observo que alli no habia luz. Esta es la primera experiencia que muestra que el calor
puede transmitirse por una forma invisible de luz. EI nombre de infrarrojo, que significa por
debajo del rojo, proviene precisamente de que su frecuencia esta justo por debajo de la luz roja

(Riovalle F., 2004, p. 3)

La radiacién infrarroja se encuentra entre las radiaciones microondas y el espectro de luz visible
y tiene un rango de 780 nm hasta 10,000 nm y se le puede subdividir en tres zonas: infrarrojo
cercano (IRA), medio (IRB) y lejano (IRC).

Infrarrojo

transmision

@
-
-~
S
@
©
5
@)

Figura 6. Localizacion de la radiacién infrarroja zonas en las que se divide la region del infrarrojo.

Figura adaptada de: JM Ocean Avenue Salud Integral USA.

Recuperada de: http://jmoasaludintegralusa.blogspot.com/2015/11/aniones-infrarojo-lejano-magnetismo-y.html
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El calor en los materiales, es debido a la absorcion de la radiacion infrarroja por parte de las
moléculas, las cuales, no son del todo estructuras rigidas, debido a que los &tomos que las
conforman, oscilan o vibran constantemente alrededor de sus posiciones de equilibrio, y su
frecuencia de vibracion es de la misma magnitud que de la radiacion infrarroja. De esta manera
el calentamiento por infrarrojo es méas efectivo debido a que el calor se produce directamente

en las moléculas y este se dispersa desde el centro del disolvente hacia el exterior.

Para comprender mejor el mecanismo de absorcién de la radiacion infrarroja se
usard el caso méas sencillo de vibracion de una molécula diatdmica heteronuclear, tomando
como ejemplo, la molécula de HCI, una molécula diatomica puede considerarse como un
sistema mecéanico formado por dos masas m1 y m2 unidas por un muelle perfectamente elastico,
que hiciese las veces de enlace quimico entre ambos atomos. Debido a la diferencia de
electronegatividad de los dos atomos que forman la molécula, los electrones no estan
distribuidos simétricamente respecto al centro del enlace, sino que estan desplazados hacia el
atomo mas electronegativo, en este caso hacia el cloro lo que genera un momento dipolar, que
se representa por He. Al vibrar la molécula, los atomos se separan y se acercan periodicamente
(Morcillo R. J., 1974 pp. 1-7).
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Figura 8. Vibracion de una molécula diatémica: a) posicion de equilibrio; b) y c) posiciones de elongacion

O
O

méxima y minima respectivamente. (Morcillo R. J., 1974 p. 4).
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La vibracion existente entre los diferentes enlaces de las moléculas se incrementara si son

expuestas a las longitudes de onda de las radiaciones infrarrojas, las cuales son:

e Estiramiento o tension.
e Flexiones o deformaciones en el plano.

e Flexiones o deformaciones fuera del plano
Vibraciones de tension

N N

Simétrica Antisimétrica

Vibraciones de flexion

DA

Balanceo en plano Tijereteo en plano
Aleteo fuera del plano Torsion fuera del plano

Figura 9. Vibraciones que una molécula puede experimentar.

Figura obtenida de http://www.ehu.eus/imacris/PIEQ6/web/IR.htm.
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2.7 Microondas

Las microondas, en un sentido estricto, no contienen la energia suficiente para provocar cambios
quimicos por ionizacidn, por lo que se le conoce como una energia no ionizante y tiene como
ventaja el incremento en la cinética quimica, una mayor selectividad en las reacciones
(economia atdmica) e incluso en algunos casos el empleo de este tipo de radiacion puede evitar
el uso de disolventes (uso de sustancias auxiliares), caso contrario que el tratamiento clasico,
(Alvarez, et al., 217. p)

El intervalo de frecuencia es del orden de 300 MHz a 30 GHz, lo que en términos de longitud
de onda equivale de 1 cmal m.

Longitud Frecuencias en Usos
Designacién por intervalos muiiltplos de rtados

€n cm Hertz
Frecuencias muy altas 05 a 102 Ra{lmﬂ:l
Homos
Frecuencias ulira altas de microondas,
{ 10210 300MHza3GHZ 4.+ aigunas
diatermias
Radar,
; comunicaciones
(telefonia celular)
] Comunicaciones
Frecuenciasextraalas ;.47  3),300GHz enue satélites
(RHF) y la tierra

Figura 10. Regiones en las que se subdivide la regién de las microondas

Juaristi Eusebio, (2009) Aplicaciones de microondas en quimica y en biologia, EI Colegio Nacional p. 4

esta region del espectro electromagnético esta muy controlada por la Comision Federal de
telecomunicaciones (FCC por sus siglas en inglées) de los Estados Unidos, la cual ha establecido

los intervalos de frecuencias para uso doméstico, industrial, cientifico y médico (Juaristi 2009)
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Como menciona Aradilla (2009) “’La radiacion microondas consiste en un campo eléctrico y
un campo magnético, aunque solamente el campo eléctrico transfiere energia en forma de calor

a la sustancia con la que dicha radiacion entra en contacto’ (p. 55).

Campo eléctrico 1
A = longitud

de onda
(distancia entre
| picos sucesivos)

Distancia

Campo
magnetico

H

f = frecuencia
(nimero de ciclos VVelocidad
por segundo) de la luz

Figura 11. Propagacién de la onda electromagnética (Aradilla et al 2009 p. 56).

La radiacion de microondas al incidir sobre la materia, deja intacta la estructura molecular,
mientras que afecta la rotacion de las moléculas y por ello esta fuente de calentamiento es
favorable en las aplicaciones quimicas (Aradilla et al 2009 p. 55).

Tanto las moléculas contenidas en los alimentos, asi como el agua, en contacto con la radiacion
de microondas, sufren el efecto conocido como polarizacion dipolar que consiste en la
orientacion en el campo eléctrico de las microondas rotando conforme el campo eléctrico y va
cambiando de una cresta a un valle a la velocidad de la luz, esta rotacion de las moléculas,
provoca que exista friccion entre ellas, lo que genera calor de forma inmediata (Correa et al
2011p 7).
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Figura 12. Interaccion de las microondas con las moléculas polares.

que contiene a los reactivos.

Oil bath
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p. 56).
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Figura adaptada de: Juaristi Eusebio, (2009) Aplicaciones de microondas en quimica y en biologia, El colegio

El calentamiento producido por la radiacion de las microondas se lleva a cabo directamente en
el interior del medio, mientras que, en el proceso convencional, el calentamiento se produce en

un principio, en las paredes del recipiente y este calor se propaga hacia el interior del medio

."/;_-.I\\".
"{1{““

Calentamiento convencional

Calentamiento por microondas

Figura 13. Mecanismo de calentamiento por radiacién de microondas (Figura adaptada de Aradilla et al., 2009




Los mecanismos de transferencia de la energia de la radiacion de microondas para conseguir el
calentamiento en la materia son: la rotacién dipolar y la conduccion ionica resultando en un

calentamiento focalizado e independiente de la conductividad térmica del recipiente

Rotacion dipolar. La rotacion dipolar es una interaccion en la cual las moléculas polares
intentan alinearse sobre el campo eléctrico de la radiacion microondas mientras éste cambia,

consiguiendo de esta forma una transferencia de energia

Conduccion idnica. La conduccién ionica se da cuando hay especies iénicas libres o iones
libres presentes en una disolucién. EI campo eléctrico genera un movimiento ionico en el cual
las especies intentan orientarse de acuerdo al cambio del campo eléctrico de la radiacién
microondas, de forma analoga a la rotacion dipolar. La conductividad idnica, también es
afectada por la temperatura de la sustancia, dado que, si la temperatura incrementa, la

transferencia de energia llega a ser més eficiente.

Es importante sefialar la diferencia entre un microondas domestico (multimodal, en el que la
energia se disipa en multiples direcciones) Figura 14 a) de uno quimico (focalizado, la energia
viaja en una sola direccién), logrando una mayor cinética en las extracciones y alcanzando

mayores temperaturas, Figura 14 b).

Por todo lo anterior la radiacion microondas es una alternativa eficaz a los métodos
convencionales que se adapta a la sostenibilidad del medio ambiente de acuerdo con la filosofia
de la Quimica Verde (Aradilla et al., 2009 p.55-58).

Cavidad Multimodo Cavidad Monomodo (Single Mode)

s i E antena magnetron muestra

SO
\ Agitador Q Guia de onda

\

magnetron
N - B M
muestri antena
Caos Ondas estaticas

Figura 14. Microondas multimodal y monomodal Figura obtenida de: http://cerev.info/addzthis-monomodo-vs-
multimodo.htm
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3.1 Objetivos Particulares

e Comparar las irradiaciones electromagnéticas de infrarrojo, microondas y el método
clésico en la extraccion de perezona de la especie Acourtia platyphylla.

e Encontrar las mejores condiciones de tiempo y temperatura en la extraccion de perezona
de la especie Acourtia platyphylla.

e Obtener los espectros de resonancia magnética nuclear de *H y espectrometria de masas

de los compuestos aislados.

e Bajo la filosofia de la Quimica Verde, comparar el rendimiento y selectividad obtenido
de las metodologias propuestas.

4. HIPOTESIS

Las ondas electromagnéticas de infrarrojo y microondas, tienen una rapida interaccion con las
moléculas, mejorando rendimientos y tiempos de extraccion, si aplicamos estas irradiaciones
electromagneticas en la obtencion de perezona, podremos obtener un mejor rendimiento y

selectividad, comparandolos con el método clasico reportado en la literatura.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

Esquema 2. Metodologia

Estudio comparativo de la extraccion de perezona de Acourtia
platyphylla, empleando fuentes alternas de activacion.

Colecciodn e identificacion del espécimen

Método de secado

Molienda y
conservacion

Extraccion
Irradiacion Irradiacién Método clasico
infrarroja microondas

Resultados, filtracion y
purificacién

Identificacion y cuantificacion

l

Andlisis estadistico
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6. COLECCION E IDENTIFICACION DEL ESPECIMEN VEGETAL

Entre los meses de septiembre y octubre, se colectaron muestras del espécimen vegetal Acourtia
platyphylla, principalmente las raices, en una zona endémica ubicada en el Estado de México,
la Sierra de Guadalupe, del Municipio de Coacalco de Berriozabal en las coordenadas: ladera
oeste del cerro norte 1935.955 oeste 9905.424s elevacion 9110 pies.

¥ r 3

_catg’f:ep, .
delMorelo

COMPOSITO
MEXICANOSHE

Figura 15. Google. (s.f.). [Mapa de Sierra de Guadalupe, Estado de Meéxico en Google maps].
https://satellites.pro/mapa_de_Coacalco_de Berriozaval.Estado_de Mexico.Mexico#G19.588742,-99.101486,12

Figura 16. Espécimen recolectado de Acourtia platyphylla, se
pueden observar pequefias flores de color morado caracteristicas
que ayudaron en la localizacion.
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Para la herborizacion de los especimenes de Acourtia platyphylla colectados, se envolvieron en
papel periodico y en los extremos placas de madera, formando una especie de sandwich,
cambiando con regularidad el papel periodico, hasta que se realizé la identidicacion taxonomica.

Con ayuda del Doctor Luis Isaac Aguilera Gomez de la Faculdad de Ciencias de la Universidad
Autonoma del Estado de México, se realizd la identidicacion taxonomica, dando como resultado
que el espécimen vegetal pertenece a la familia compositae género de las Acourtias y especie
platyphylla (Anexo 1).

7. METODO DE SECADO

Una vez recolectados suficientes raicez de Acourtia platyphylla, se separaron, limpiaron y se
dejaron secar sobre papel periodico (desecacion al aire libre), con el fin de disminuir la cantidad
de humedad para que no interfiriera en las posteriores extracciones

Figura 17. Secado de las raices recolectadas de Acourtia platyphylla
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8. MOLIENDA Y CONSERVACION

Con ayuda de un molino se realiz6 la molienda de las raices, con el fin de disminuir el tamafio
de particula e incrementar la superficie de contacto entre el material y el disolvente, el material

triturado se conservo en frascos de vidrio de color ambar.

Figura 18 y 19. Molienda
de raices recolectadas de
Acourtia platyphylla

9. EXTRACCION

Bajo la filosofia de la Quimica Verde, se procedié a encontrar y comparar las mejores
condiciones de tiempo y temperatura en la extraccion de perezona de la especie Acourtia
platyphylla, empleando irradiaciones electromagnéticas de infrarrojo, microondas y el método
clasico.

Todos los experimentos se realizaron usando 5g de la raiz previamente seca y molida, el
disolvente usado fue n-hexano, debido a que la perezona es soluble en el. Para cada fuente de
activacion, todos los ensayos se efectuaron por triplicado, modificando las condiciones de:
temperatura, potencia, el tiempo de extraccion y uso de disolvente.

e Infrarrojo (IR)
e Microondas (MO)

e Meétodo clasico (RF)
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Tabla 1. Material y equipo empleados en la extraccion

IR cercano (flavor Microondas focalizado Matilla con agitacion
wave)

Matraz Erlenmeyer Refrigerante junta 24/40 Refrigerante junta
125 mL 24/40
Algodon Matraz de bola de 100 mL  Matraz de bola de 100

junta 24/40 mL junta 24/40
Barray agitador Barra magnética Barra magnética
magnético
Termémetro Termometro

Disolventes: n-hexano, acetato de etilo

Nomenclatura de experimentos

IR1ISCNDISOL MO100W50C 1°RF3HR
IR1SSNDISOL MO30W50C 2°RF3HR
IR30CNDISOL MO100W60C

9.1 Radiacion infrarroja

En la extraccion por radiacion infrarroja, se utilizd el equipo de infrarrojo cercano

comercialmente conocido como Flavorwave®.

3 Cable de
Temporizador - — alimentacion
——— N\ eléctrica
PR ] \

G e ) Asade
—_ v —— encendido
...unlll"“.r/
)

de seguridad
Rejilia inferior

Termostato

Bol de vidrio

Traba de
seguridad
(Unicamente pera

& modelo 220-240V)

Soporte para
el bol de vidrio

Tornillo de la
— traba de

Placa base | sequridad

(Uncamente pam &
modelo 220-240V)

Figura 20. Fotografia y diagrama del equipo Equipo Flavorwave®, empleado para la extraccion de perezona
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Se realizaron 3 experimentos diferentes, en los cuales las variables fueron: el tiempo de

radiacion y el uso de disolvente.

La temperatura usada en cada ensayo fue la minima disponible en el equipo Flavorwave®
(121°C), empleando 5g de raiz previamente triturada, con periodos de irradiacion y reposo de 5
minutos y dependiendo el caso, adicionando 60 mL de n-hexano, se considerd que los tiempos
finales de irradiacion fueran de 15 y 30 minutos, cada ensayo se efectud por triplicado con el
fin de realizar un analisis estadistico posterior, a continuacion se describe la nomenclatura
asignada y las condiciones particulares empleadas en cada uno de los ensayos realizados asi

como un esquema general.

Tabla 2. Nomenclatura y descripcion de cada ensayo

Nomenclatura Descripcion

Método sin disolvente, 5 min de irradiacién, 5 min de reposo, tiempo total de irradiacion
IR15CNDISOL 15 mi
min.

IR15SNDISOL Método con 60 mL de n-hexano, 5 min de irradiacién, 5 min de reposo, tiempo total de

irradiacion 15 min.

IR30CNDISOL Método con 60 mL de n-hexano, 5 min de irradiacién, 5 min de reposo, tiempo total de

irradiacion 30 min.
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Esquema 3. Infrarrojo

Radiacién con IR

Se adicionaron de 5 g de
perezona en un matraz
Erlenmeyer 125mL

Método 1
IR15CNDISOL

Afadir 60 mL de n-hexano

1

Irradiacién por 15 min
con disolvente

Anadir 60 mL de n-hexano

1

Meétodo 2
IR15SNDISOL

Irradiacién por 15 min
sin disolvente

Separacion y
purificacion

Identificacion y cuantificacion

|

Andlisis estadistico
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Método 3
IR30CNDISOL

|

Irradiacién por 30 min
con disolvente




9.2 Microondas

En la extraccion por radiacion microondas, se utiliz6 un microondas quimico marca CEM

ver ®.

Disco

LU

Figura 21. Microondas quimico marca CEM Discover®
empleado para en la extraccion.

Se propusieron 3 experimentos diferentes, en los cuales las variables fueron: el voltaje y la

temperatura.

Para cada ensayo se eemplearon 5g de raiz previamente triturada y el tiempo de irradiacion fue
de 5 minutos, la cantidad de disolvente(n-hexano) adicionado fue de 60 mL, cada ensayo se

realizé por triplicado con el fin de hacer un analisis estadistico posterior.

a continuacion, se describe la nomenclatura asignada y las condiciones particulares empleadas

en cada uno de los ensayos realizados, asi como un esquema general.

Tabla 3. Nomenclatura y descripcion de cada ensayo

Nomenclatura Descripcion

MO100W50C | Método con 60 mL de n-hexano; 100 watts; temperatura 50 °C; 5 min de irradiacion

MO30wW50C Método con 60 mL de n-hexano; 100 watts; temperatura 50 °C; 5 min de irradiacion

MO100W60C | método con 60 mL de n-hexano; 100 watts; temperatura 60 °C; 5 min de irradiacion.
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Esquema 4. Microondas

Radiacion con MO.

Adicionar 5 g de perezona a un
matraz de bola de 100 mL

Anadir 60 mL de n-hexano

Meétodo 1
MO100W50C

1

Irradiacion con microondas
100 watts a 50°C

Meétodo 2 Método 3
MO30W50C MO100W60C
Irradiacion con microondas Irradiacion con microondas
30 watts a 50°C 100 watts a 60°C

Separacion y purificacion

Identificacion y cuantificacion

|

Andlisis Estadistico
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9.3 Método clasico

En el método clasico, se empled un matraz de bola conectado a un refrigerante se us6 una
mantilla de calentamiento marca SEV manteniendo una temperatura constante de 70 °C

aproximadamente por un lapso de 3 horas.

Para cada ensayo se adicionaron 5g de raiz previamente triturada en 60 mL de n-hexano, en esta
metodologia en particular no hubo modificaciones a ninguna variable, las tres repeticiones se
realizaron bajo las mismas condiciones anteriormente detalladas con el fin de hacer un anélisis

estadistico posterior.

Esquema 5. Método clésico

Método clésico

Pesar de 5 g de perezona en un
matraz de bola de 100 mL

Afadir 60 mL de n-hexano

Coccion sobre una mantilla de
calentamiento a 60°C por 3 horas

Separacion y purificacion

Identificacion y cuantificacion

|

Andlisis Estadistico
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10. RESULTADOS

Cada extracto obtenido presentaba una consistencia desigual, algunos con coloracion rojiza,
otros con coloracion amarillo paja, algunos con apariencia aceitosa, asi como diversos
sedimentos correspondientes a la raiz triturada, en un recipiente de vidrio limpio y seco,
previamente tarado, se filtr6 a gravedad cada extracto, separando los sedimentos, se evaporo el
disolvente permitiendo la concentracién del extracto y nucleacién de los cristales que

presentaron un color amarillo.

. KAIZ
RezoH
. 100.

Figura 23. Extractos de perezona con coloracidn rojiza de apariencia aceitosa
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Los extractos que presentaron una coloracién rojiza de apariencia aceitosa, suponian impurezas,
debido a que la perezona en forma pura ostenta una coloracién naranja y una forma de pequefios
cristales, siendo asi por medio de cromatografia en placa preparativa (silice), se mejor6 la pureza
del extracto mediante cromatografia en capa fina con un sistema de elucién n-hexano/acetato de
etilo 90:10; a continuacion, los extractos fueron recristalizados empleando n-hexano caliente

formandose pequefios cristales anaranjados obteniendo perezona en una forma mas pura.

A) B) C)

Figura 24. Apariencia de los extractos de perezona A) antes, B) después de purificar y separar en cromatografia
de placa preparativa y C) formacién de cristales

11. CUANTIFICACION

Con los cristales de perezona obtenidos en el paso anterior, se realizaron los estudios de
cuantificacion de perezona, para cada extracto, mediante Resonancia magnética nuclear de

protén *H como se explica a continuacion:

Se tomaron 30 mg del extracto final de perezona a los cuales se adiciondé 10 mg de 1,4-
dinitrobenceno, como patrén interno, disueltos en 0.7 mL de cloroformo deuterado, las muestras
fueron analizadas en un equipo de Resonancia Magnética Nuclear marca Varian Mercury-300
a 300 MHz. Con base a la relacion de las sefiales del patrén y la muestra obtenidos en los
espectros, se llevd a cabo la cuantificacién de perezona contenida en los de 5 g de muestra

agregados al inicio de cada metodologia.

B ———————————————
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Para realizar el analisis y cuantificacion de la perezona, se adiciond 1,4- dinitrobenceno como

patron interno

NO,

Formula quimica: 1,4-(NO-).CsHa

Figura 25. Estructura de 1,4- dinitrobenceno

02N Masa molar: 168.1 g/mol
Tabla 4. Resultados obtenidos para cada metodologia.
. perezona perezona 0
Metodoloaia Rafz (mg) 21?::%&(: Extracto| sefial sefal Perezona en enel enel Pere/zoodnea en
9 Y (mg) % muestra | estandar | 30mg (mg) | extracto extracto 5q de raiz
(mg) (%)
5010 240 4.79 2.32 13.05 10.5 83.9 34.97 1.68
IR. Sin disolvente 15

i 5010 260 | 5.19 2.60 6.36 241 200.1 80.42 417
5000 260 5.20 1.32 14.26 5.5 47.3 18.21 0.95
5010 330 6.59 2.53 6.45 23.1 254.6 77.16 5.08

IR. Con disolvente
15 min de radiacion 5010 410 8.18 2.8 7.17 23.0 315.0 76.82 6.29
5000 450 9.0 3.07 7.53 24.1 360.9 80.20 7.22
5000 260 5.2 0.52 7.77 3.9 34.2 13.16 0.68

IR. Con disolvente
30 min de radiacion 5000 270 5.4 1.55 6.37 14.4 129.2 47.86 2.58
5000 310 6.2 1.27 8.36 9.0 92.6 29.88 1.85
MO.100 watts: 5010 250 5.0 0.77 6.34 7.2 52.8 21.13 1.19
50 °C; 5 min de 5020 240 4.8 0.95 9.46 5.9 75.7 31.53 0.94
radiacion 5010 260 5.2 0.7 6.76 6.1 58.6 22,53 1.06
5010 220 4.39 0.95 7.54 7.4 55.3 25.13 1.09
MO.30 watts; 50 °C; [ 53 240 | 4.80 1.04 7.41 8.3 59.3 24.70 1.33

5 min de radiacion
5010 230 459 0.84 5.99 8.3 45.9 19.97 1.27
MO. 100 watts: 5000 320 6.4 1.71 6.21 16.2 66.2 20.70 3.47
60 °C: 5 min de 5020 260 5.18 1.94 6.35 18.0 55.0 21.17 3.11
radiacion 5010 280 | 559 1.97 7.25 16.0 67.7 24.17 2.99
5000 260 5.2 1.31 11.92 6.5 103.3 21.62 1.12
Memdorf('fr‘:'sco por3| 5000 280 5.6 1.28 13.47 5.6 1257 18.69 1.05
5000 260 5.2 1.25 12.73 5.8 110.3 19.32 1.00
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A continuacion, a manera de ejemplo de calcularon los valores obtenidos para el primer

experimento.

En la primera columna se muestra la cantidad de raiz en mg empleada para cada experimento.
Los datos de la segunda columna corresponden a la cantidad de extracto obtenido en mg al
final de cada extraccion. La tercera columna corresponde al porcentaje de extracto obtenido a

partir de los 5 g de raiz esto es:

(5000 mg raiZ) 100%
X

< )

extracto mg
X = 4.79% de material extraido a partir de 5 g aprox.

La cuarta y quinta columna contienen los valores de las sefiales de los espectros obtenidos
para cada experimento y corresponden al patrén interno y de la perezona de cada muestra
analizada. Los resultados de la sexta columna se obtuvieron usando 30 mg de cada extracto,
que fueron analizados por Resonancia Magnética Nuclear y con base a las proporciones de las
sefales del patrén y la muestra obtenidos, se determiné la cantidad de perezona en los 30 mg

usados para el analisis de acuerdo a la siguiente ecuacion:

integral muestra

protones unidad de perezona mg estandar
integral estandar X PM "estandar"
protones estandar

Perezona en 30 mg de extracto = xPM de perezona

En donde: protones muestra 1 protones estandar 4
PM perezona 248 PM estandar 168.1
(mg/mol) (mg/mol)

Muestra ext. (mg) 30 mg estandar 10

2.32
P 30 mg de extracto = -1 Ome _ oas
erezona en 30 mg de extracto =757 X 7 X mghnol
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Perezona en 30 mg de extracto = %x 0.059 mg x 248

Perezona en 30 mg de extracto = 0.711 x 14.63
Perezona en 30 mg de extracto= 10.4 mg

Una vez calculado la cantidad de perezona en los 30 mg de extracto, se determind la cantidad

de perezona en el extracto (columna 7) de la siguiente manera:

En 30 mg de extracto  10.49 mg de perezona
En 240 mg de extracto *Tx mg de perezona

X =83.9 mg corresponden a perezona de los 240 mg de material extraido

En la columna 8 se calculo en porcentaje de perezona con respecto a la cantidad de extracto

obtenido

240 mg de extracto 100 %
83.9mg de perezonax X

X = 34.9 % de perezona en el extracto

Y por ultimo en la 9° columna se determind el porcentaje de perezona que se obtuvo a partir de

5010 mg de raiz usada en el primer experimento

5010 mg de raiz 100 %
83.9mg de perezonax X

X = 1.6 % de perezona obtenida a partir de 5010 mg de raiz
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12. IDENTIFICACION

La identificacion de perezona obtenida en los extractos se realizd mediante Cromatografia de
Gases acoplado a Espectrometria de Masas en donde 1 mg (aproximadamente) de extracto seco
de perezona fue sometido a un proceso de derivatizacion, el cual es un proceso quimico que
consiste en modificar quimicamente un compuesto para producir un derivado con nuevas
propiedades que faciliten su analisis, en este caso se emple6 MSTFA (N-metil-N-
trimetilsililtrifluoroacetamida).

Férmula molecular: Cg Hi2 FsNOSI
Peso molecular: 199.248 g / mol

este reactivo es un eficaz donante de trimetilsililo que reacciona para reemplazar los hidrégenos
labiles en una amplia gama de compuestos. Se utiliza para preparar derivados volatiles y
térmicamente estables en la técnica de cromatografia de gases y en la espectrometria de masas
(“Thermo scientific”, manual de MSTFA)

- O
N« ¥
Q \Y D~ /
] \ / T F
v /in -~ | e Fy
o -4 - /S TN H‘}fﬁ.‘.
J __r"f .r"r h .
@ “F
/" F /
A) B)

Figura 26. A) Estructura 2D y B) Estructura 3D de MSTFA

Imagen obtenida de: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/mstfa#section=Top
PubChem, Base de datos de Quimica abierta, Compuesto Resumen para CID 32510

El reactivo MSTFA tiene la capacidad de reemplazar los hidrégenos labiles y debido a que en
la molécula de perezona tiene un grupo hidroxilo, ahi es donde se llevara a cabo la reaccion de
derivatizacion, a continuacion, se propone el mecanismo de reaccién entre perezona'y MSTFA
Figura 27.
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Figura 27. Mecanismo de reaccién propuesto que corresponde al de una sustitucion nucleofilica SN2, sobre el
atomo de silicio del trimetilsilil del agente derivatizante.
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Como se puede observar en la Figura 27. La propuesta del mecanismo de reaccion corresponde
al de una sustitucion nucleofilica SN2, sobre el &tomo de silicio del trimetilsilil (TMS) del agente
derivatizante en donde cada nimero corresponde a los componentes de la reaccion.

[1] Sustrato- Especie que contiene el grupo saliente

[2] Nucle6filo- Base de Lewis capaz de atacar a a&tomos con polaridad (o carga) positiva
[3] Producto de reaccion

[4] Grupo saliente- Especie que abandona el sustrato, siendo sustituida por el nucle6filo.

El peso molecular de la perezona aumenta, (de 248 g/mol a 320 g / mol) esto se debe al que el
grupo que se adiciona (TMS) tiene un peso molecular de 73g / mol, dando un total de 321 g/
mol.

Sin embargo, tomando en cuenta que en el momento de la adicién la molécula de perezona

pierde un Hidrogeno, el peso real del derivado de perezona-TMS tendria que ser de 320 g/mol.

Por lo que la identificacion de perezona se realizd mediante Cromatografia de Gases acoplado
a Espectrometria de Masas de baja resolucion, obteniéndose el siguiente espectro de masas

Abundance

400000‘ 166.1 |
[M-154] Gl

350000{ (l)

\

o =
300000/
o
250000/
69.0 Derivado PM= 320 g/ mol
zooooo‘ 149.1
\

| -
150000/ ‘
100000{ |

. = [M;72] M**

| || 920 e
. 191.1
50000/ \ e
‘ 1 205
\ "
2322 3013
‘ ‘ 2482 3203 4464

rr: o S| 1t (B B O B L -t e

miz—> 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Figura 28. Espectro de masas de perezona obtenido mediante CGMS de baja resolucion.
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A continuacion, se presentan las condiciones cromatogréficas empleadas:

D:\CCMS_ DATA\METRODS\AMG SIM.M

Contzol Informaticn

Sample Inlet : GC
Injection Source : GC ALS
Mass Spectrometer : Enabled

No Sample Prep method has been assigned tc this method.

Owven’

Equllibralion Time 0.5 nin

Max Temperature 325 degrees C
Slow Fan Disabled
Oven Program On

90 °C for 1 min
then 1b °C/min to 240 °C for 2 min
then 25 °C/min to 310 °C for 2 min

Run Time 9.8 midn
front Injector
Syringe Size 10 oL
Injection Voluma 3
Front 85 Inlet He
Mode Pulsed Splitless
Eeater On 280 °cC
Pressure On 34,9 psi
Total Flow on 93.997 mL/min
Septum Purge Fiow on 2 mL/min
Gas Saver on 15 miL/min After 2 min
Injection 2ulss Pressure 40 psi Until I min
Furge Flow to Split Vent 90 mL/nin at 1 min
Trermal ARux 2 (MSD Transfer Line)
Heatex On
Temperature Program Cn

280 °C [or O min
Run Time ' 17.8 min
Column #1
Agilent 19091Z-002: USB2E6625J
BEP-1 Methyl Siloxane
325 ?°C: 25 m x 200 pm x 0.11 um
In: Front S8 Ialet He
Cut: Vacuum
FInizial! 9¢ “c
Pressure 34.9 psi
Flow 1,997 mL/min
Average Velocity 57.48 om/sec
Heoldus Time 0.72489 min
Tressure Program Cn

3£.9 psi for O min
Run Time 17.8 min

MS ACQUISITION PARAMETERS

Figura 29. Condiciones cromatogréficas.

——————————
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FarHawk, Marketing Services especifica en su pagina que algunos equipos de GCMS cuentan
con la biblioteca espectral de masas NIST, asi como el programa MS Search V2.0, herramientas
de bases de datos que estan desarrolladas y respaldadas por el Instituto Nacional de Estandares

y Tecnologia.

Ayudandonos del programa MS Search V2.0 que trabaja en conjunto con la biblioteca espectral
de masas NIST, Se obtuvo una referencia de un espectro de masas de perezona Figura 30.

Hit 1 : Perezone
C15H2003; MF: 999; RMF: 999; Prob 96.3%; CAS: 3600-95-1; Lib: mainlib; ID: 123824.

100+ 166
OH ; ‘
20 /\/\o 152
175 |
55 g 77 . ‘ R
| [ (81 92 107 ’ 180 191 205
P I A T 1

50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 250 260
(mainlib) Perezone

Name: Perezone
Formula: C15H2003
MW: 248 CAS#: 3600-95-1 NIST#: 58050 ID#: 123824 DB: mainlib
Other DBs: None
Contributor: R.W.A.OLIVER UNIV. OF SALFORD, SALFORD, LANCASHIRE, UK
10 largest peaks:
166999 | 152410| 135360| 167260| 248180| 55130| 77130 69 110| 53 80| 191 80|
26 m/z Values and Intensities:
50 50| 51 50| 53 80| 55130| 63 60| 65 60| 67 70| 69110| 77130| 79 50|
81 50| 92 60| 107 50| 135360| 152410 153 60| 166999| 167260| 177 50| 180 60|
191 80| 193 50| 205 60| 248180| 249 30| 250 10|
Synon'yms:
1.2,5-Cyclohexadiene-1,4-dione, 2-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-3-hydroxy-5-methyl-, (R)-
2.p-Benzoquinone, 2-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-3-hydroxy-5-methyl-
3.2,5-Cyclohexadiene-1,4-dione, 2-(1,5-dimethyl-4-hexenyl)-3-hydroxy-5-methyl-, (-)-
4.2-(1,5-Dimethyl-4-hexenyl)-3-hydroxy-5-methylbenzo-1,4-quinone #

Figura 30. Espectro de masas de perezona, obtenido a partir de la biblioteca espectral de masas NIST.
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Y al comparar los espectros se observa la similitud entre ambos espectros de masas, lo cual
confirma que el proceso de extraccion de perezona se realizo satisfactoriamente

Hit 1 : Perezone
C15H2003; MF: 999; RMF: 999; Prob 96.3%; CAS: 3600-95-1; Lib: mainlib; ID: 123824.

100 b
OH
0
e Ny Céfft\\\
50 \/ X0
152
135 |
o 248
} |81 92 107 180 191 205
D1 T | T N 1

LB AR AN BR RN BIESIN PRSI TN \2 2R B 5. 5 L B B R B S R R N
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
(mainlib) Perezone

Abundance
400(}00i

|
|
350000
|

166.1

3000001

250000{ Derivado PM= 320 g/ mol
69.0

200000 14|9.1

150000|
1000001

| | J 232 22432 1.3

[} NN R 1 RN NS SRS N |

3203 446.4
miz—> 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

B)

Figura 31. Comparacion de espectros A) Espectro de masas obtenido mediante CGMS y B) Espectro de masas de
perezona, obtenido a partir de la biblioteca espectral de masas NIST.
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13. ANALISIS ESTADISTICO

En la siguiente tabla se resumié la cantidad de perezona obtenida en cada metodologia,

facilitando la comparacién de manera visual, respecto a que metodologia fue mas eficaz respecto

a la extraccion de perezona

% de perezona en extracto

Tabla 5. Perezona obtenida en cada metodologia

METODOLOGIA Perezona en el extracto (%) | Media | Desv

IR. Sin disolvente 15 min 34.97 80.42 18.21 | 44.53 |32.19
IR. Con disolvente 15 min | 77.16 | 76.82 | 80.20 | 78.06 | 1.86
IR. Con disolvente 30 min | 13.16 | 47.86 | 29.88 | 30.30 |17.35
MO.100 watts; 50°C; 5min | 21.13 | 31.53 | 22.53 | 25.07 | 5.64
MO.30 watts; 50°C; 5min | 25.13 | 24.70 | 19.97 |23.27 | 2.87
MO.100 watts; 60°C; 5min | 20.70 | 21.17 | 24.17 |22.01 | 1.88
Método clasico por 3 horas | 21.62 18.69 19.32 | 19.88 | 1.54

Gréficol. Resumen de metodologias y materiales empleados en cada extraccion

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Analisis Estadistico

—

——

IR. Sin IR. Con IR. Con

disolvente 15 disolvente 15 disolvente 30

min min min

MO.100 watts; MO.30 watts; MO.100 watts; Método clasico
60°C; 5min

Tratamiento
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En el caso de las radiaciones infrarrojas, fueron las que obtuvieron una mayor cantidad de

perezona en el extracto, las variables de cada experimento fueron, el uso de disolvente, y el

tiempo de irradiacién, por lo que podemos decir que:

En comparacion al tratamiento térmico convencional, el tiempo, asi como el gasto
energético son menores, y fue esta metodologia la que obtuvo los mejores resultados.
Las condiciones méas 6ptimas para llevar a cabo la extraccion de perezona, son el uso de
disolvente (n-hexano) y 15 minutos de radiacion.

En los 2 experimentos donde el tiempo de radiacion fue similar (de 15 minutos), fueron
los de mayor extraccion.

El experimento en donde el tiempo de radiacion fue mayor (de 30 minutos), corresponde

a una menor extraccion.

Para el caso de las radiaciones de microondas, se observa en el gréfico que la cantidad de

perezona extraida no supera a la obtenida mediante radiacion infrarroja, pero supera levemente

al tratamiento térmico convencional, la cantidad n-hexano para cada experimento fue de 60 mL

y las variables fueron la temperatura y el voltaje, por lo tanto:

Para cada metodologia la cantidad de perezona extraida, es muy similar, siendo
levemente superior el experimento de 100 watts; 50 °C; 5 min de exposicion.

La variable voltaje no es significativa en la cantidad de perezona extraida.

La variable temperatura no es significativa en la cantidad de perezona extraida.

En todos los casos se empled 5 minutos de radiacion, por lo que el gasto energético y

de tiempo es menor, pero también lo es la cantidad de perezona.

Por altimo, empleando el tratamiento clasico en la extraccion de perezona, las condiciones

experimentales fueron: 60 mL de n-hexano y calentamiento por 3 horas, y con base al grafico

podemos decir que:

De todas las metodologias, esta fue la de menor extraccion de perezona.
Entre la radiacion de microondas y el tratamiento térmico convencional, la cantidad de

perezona obtenida es muy similar.

e
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e El gasto energético, asi como el tiempo necesario para la extraccion de perezona, es
mayor que el empleado en las deméas metodologias y la cantidad de perezona extraida es

menor.

13.1 Andlisis de varianza de un solo factor

Se puede observar en la Tabla 5 que los resultados obtenidos, son distintos, pero se debe tener
en cuenta que, aunque numéricamente los datos son diferentes, no significa que estadisticamente

lo sean. A continuacidn, se demostrara que cada metodologia es diferente estadisticamente.

Lo anterior se puede demostrar mediante el andlisis de varianza de un solo factor, primero se
crea una hip6tesis nula y una hipotesis alternativa H%y H* respectivamente y significaran lo

siguiente:

HO Significa que la sumatoria de los resultados es igual y por lo tanto la cantidad de perezona

extraida es similar en todas las metodologias.

H?. Significa que la sumatoria de los resultados no es igual y por lo tanto la cantidad de perezona

extraida, en al menos una de las metodologias es diferente.

En la siguiente tabla, se resume la cantidad de perezona extraida en cada metodologia, asi como

el analisis de varianza de un solo factor que demostrara cual de las 2 hipétesis se cumple
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Tabla 6. Perezona extraida en cada metodologia

Extracto
Metodologia obtenido | % de perezona en el extracto | % de perezona en 5g de raiz
(mg)
- . 240 34.97 1.68
IR. Sin dlsolv.enf? 15 min 260 80.42 4.17
de radiacion
260 18.21 0.95
. . 330 77.16 5.08
IR. Con dlsol\{en.t’e 15 min 410 76.82 6.29
de radiacion
450 80.20 7.22
. ' 260 13.16 0.68
IR. Con dlsol\{en.tle 30 min 270 47.86 2.58
de radiacion
310 29.88 1.85
] 250 21.13 1.19
MO. 1.- 100 watts; 50°C; [~ 3153 0.94
5min de radiacion
260 22.53 1.06
] . 220 25.13 1.09
MO.30 watts; 50°C; Smin 540 24.70 1.33
de radiacion
230 19.97 1.27
. _ 320 20.70 3.47
MO.100 watt:::, 60 C; Smin 260 21.17 3.11
de radiacion
280 24.17 2.99
260 21.62 1.12
Método clasico por 3 horas | 280 18.69 1.05
260 19.32 1.00

Tabla 7. Andlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos

No. De datos Suma

Media Varianza

IR. Sin disolvente 15 min de radiacién 3

IR. Con disolvente 15 min de radiacion
IR. Con disolvente 30 min de radiacion
MO.100 watts; 50°C; 5min de radiacion
MO.30 watts; 50°C; 5min de radiacién
MO.100 watts; 60°C; 5min de radiacion

Método clasico por 3 horas

133.59 44.53 1035.98
234.17 78.06 3.46

90.91
75.20
69.80
66.03
59.63

30.30 301.16
25.07 31.85
23.27 8.21
22.01 3.54
19.88 2.38
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Tabla7. Continuacion analisis de varianza de un factor

ANALISIS DE VARIANZA

Valor

Suma de Grados de  Promedio de E Probabilidad  critico

cuadrados libertad  los cuadrados

Origen de las variaciones para F
Entre grupos 7800.64 6 1300.11 6.56 0.002 2.85
Dentro de los grupos 2773.17 14 198.08

Total 10573.81 20

Para la realizacion del andlisis estadistico se tomé en cuenta un valor de a= 0.05 que se traduce

en un 95% de confiabilidad.

La estrategia para poner a prueba la hipotesis nula H° y la hipotesis alternativa H!, consiste en

obtener el numerador estadistico F, el cual estima la varianza poblacional.

El valor de F se basa en la variacion existente entre las medias de cada grupo, si las medias de
caga grupo son similares, F tendra un valor cercano a 1, si las medias de cada grupo son distintas,

F tendra un valor superior a 1

Un valor critico es un punto en la distribucion del estadistico de prueba bajo la hipotesis nula.
Si el estadistico F es mayor que este valor critico, entonces se puede rechazar la hipotesis nula
HO

Una vez realizado el analisis, se resume lo siguiente:

e ElvalordeF, es superior a 1y al valor critico para F, por lo que se rechaza la hipétesis
nula H°, lo que significa que la sumatoria de los resultados no es igual, por lo tanto, la

cantidad de perezona extraida, en al menos una de las metodologias es diferente.
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13.2 Prueba de Tukey

Una vez demostrado que, en al menos una de las metodologias la cantidad de perezona extraida
es diferente, se deben identificar que metodologia 0 metodologias que marcan una diferencia y
para lograr lo anterior se utilizd la prueba de Tukey, usando los valores de suma de cuadrados
y grados de libertad dentro de los grupos, datos obtenidos en la Tabla 7 Anélisis de varianza de

un factor y empleando un intervalo de confianza del 95% se obtiene lo siguiente:

Tabla 8. Prueba de Tukey

Suma de Grados de
Origen de las variaciones Valor cuadrados libertad
Entre grupos 2773.17 14
Valorde T 4.83
r? 198.08
n 3
Valor de Tukey

En donde el valor de T se obtuvo a partir de la Tabla valores criticos para la prueba de Tukey
(Anexo 2), en donde las columnas significan el nimero de grupos que se analizan, que son 7'y
las filas significan los grados de libertad que son 14, como se tiene un valor de a= 0.05 el valor

resultante es 4.83.

El valor de r? significa el cuadrado del error medio el cual se obtiene al dividir la suma de
cuadrados / grados de libertad esto seria (2773.17/14) = 198.08.

El valor de n significa el nimero de elementos en cada uno de los grupos y debido a que los

experimentos se realizaron por triplicado el valor de n = 3.

Por ultimo, el valor de Tukey simboliza la diferencia honestamente significativa la cual se

obtiene de la siguiente manera:
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2|r2 2198.08
valor deT Y Esto es - 4.83 = 37.70

Esto significa que valores inferiores a 37.70 no tienen una diferencia honestamente significativa.

Tabla 7. Media aritmética de cada grupo, calculada anteriormente (pagina4?2)

Grupos Media
IR. Sin disolvente 15 min de radiacién 44,53
IR. Con disolvente 15 min de radiacion 78.06
IR. Con disolvente 30 min de radiacion 30.30
MO.100 watts; 50 °C; 5 min de radiaciéon 25.07
MO.30 watts; 50 °C; 5 min de radiacion 23.27
MO.100 watts; 60 °C; 5 min de radiacion 22.01
Método Clasico por 3 horas 19.88

La media aritmeética calculada, se restard entre cada grupo, los resultados obtenidos,
independientemente del signo seran tomados como valores absolutos, con el fin de comparar

que valor es mayor a la diferencia honestamente significativa calculado anteriormente = 37.70.

Los valores resaltados en la Tabla 8. son aquellos en donde el valor absoluto de la diferencia
de las medias aritméticas supera el valor la diferencia significativa calculada 37.70, con esto se
puede observar a los grupos tienen una diferencia significativa en la cantidad de perezona

extraida.
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Tabla 8. Diferencia significativa en la cantidad de perezona extraida.

IR.Sin IR. Con IR. Con MO0.100 | M0O.30 | M0.100 Méltc_)do
METODOLOGIA disolvente | disolvente | disolvente WaEtS; WaEtS; WaEtS; clasico
15min | 15min | 30min | 0o | 20°G | 60°C ) por3
5min 5min 5min horas
IR. Sin disolvente 15 min 0.0 -33.5 14.2 19.5 21.3 22.5 24.7
IR. Con disolvente 15 min 33.5 0.0 47.8 53.0| 54.8 56.0 58.2
IR. Con disolvente 30 min -14.2 -47.8 0.0 5.2 7.0 8.3 10.4
MO.100 watts; 50°C; 5min -19.5 -53.0 -5.2 0.0 1.8 3.1 5.2
MO.30 watts; 50°C; 5min -21.3 -54.8 -7.0 -1.8 0.0 1.3 3.4
MO.100 watts; 60°C; 5min -22.5 -56.0 -8.3 -3.1 -1.3 0.0 2.1
Método clasico por 3
horas -24.7 -58.2 -10.4 -5.2 -3.4 -2.1 0.0

Para la extraccion de perezona, con la prueba de Tukey se puede decir lo siguiente:

e IR. Con disolvente 15 min, es la Gnica metodologia, en la cual existe una diferencia

significativa.

e EnIR, no existe una diferencia significativa entre el experimento sin disolvente 15 min

y con disolvente 30 min.

¢ No existe una diferencia significativa entre las metodologias de microondas.

e Entre Método clasico y las demas metodologias, no existe diferencia significativa,

excepto IR. Con disolvente 15 min.
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14. CONCLUCIONES

Bajo la filosofia de la Quimica verde, se extrajo perezona de la especie Acourtia platyphylla,
aplicando el principio 6 “Eficiencia energética” empleando irradiaciones electromagnéticas de
infrarrojo y microondas, minimizando los requerimientos de energia y su impacto ecoldgico, ya
que por el método convencional es necesario emplear un mayor tiempo, lo que presenta un gran
gasto de energia.

Debido a que, las ondas electromagnéticas de infrarrojo, tienen una rapida accién con las
moléculas, permiten una mejor interaccion entre el disolvente y los compuestos a extraer,
optimizando la energia empleada en la extraccién, demostrando su efectividad y selectividad en
la extraccidn de perezona, aplicando asi uno de los principios de la Quimica Verde.

Caso contrario al calentamiento convencional, en donde primero se calienta la superficie externa
del contenedor y posteriormente el calor se disipa hacia el seno del disolvente requiriendo mas
tiempo de extraccion y energia.

La cuantificacion de perezona, se realiz6 mediante Resonancia magnética nuclear de protén *H,
concluyendo que las mejores condiciones de extraccion fueron obtenidas con la radiacion
infrarroja. Por esta metodologia, la cantidad de perezona en el extracto fue del 80%
aproximadamente, lo que representaria el 6% del espécimen vegetal.

La identificacion se realizo satisfactoriamente mediante Cromatografia de Gases acoplado a
Espectrometria de Masas, probando que el proceso de extraccion se realizo adecuadamente y
cumpliendo con todos los objetivos planteados.

Las condiciones de cada metodologia fueron seleccionadas de acuerdo a la disponibilidad de

los equipos usados, asi como de los materiales disponibles en este laboratorio.

Este trabajo demuestra que el empleo de energias alternas mejora considerablemente el tiempo
y el rendimiento de los compuestos a extraer, por lo que esto se puede aplicar en la extraccion
de principios activos u otros compuestos que pudiesen tener actividad farmacologica. Asi como
también probar diferentes opciones de extraccion como el uso de fluidos supercriticos,

ultrasonido, triboquimica.
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16. ANEXOS

Anexo 1. Dictamen de la clasificacion del espécimen vegetal Acourtia platyphylla.

FACULTAD DE CIENCIAS
HERBARIO

DICTAMEN

DATOS DE USUARIO

Facultad de Quimica, UAEMex

DATOS DE LA PLANTA
Fecha de recepcion: 31 de Agosto de 2016
Fecha de entrega: 06 de Septiembre de 2016
Nombre comun: snc.
Lugar de recolecta: Sierra de Guadalupe, Estado de México
TIPO DE ANALISIS
Identificacién taxonémica
TECNICAS O METODOS EMPLEADOS
Observacién macroscopica y al microscopio estereoscopico simple, de caracteristicas
diagnésticas de género y especie; empleo de claves dicotdmicas: Rzedowski G.C.y J.
Rzedowski. 2005. Flora fanerogamica del Valle de México. Instituto de Ecologia AC. Y

CONABIO. Patzcuaro Michoacan).

DIAGNOSIS

Familia: Compositae
Género: Acourtia

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

ATENTAMENTE

7
Dr. Luis Isaac Aguilera Gg;::
Responsable del Herbario
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Anexo 2. Espectros de Resonancia Magnetica Nuclear *H de perezona

Or. R Miranda-g
EPIRZ3
01-I11-2016

Pulse Sequence: s2pul

Solvent: CDC13
Ambient temperature
Nercury-~300BR "mercury3g0Q"

Relax. delay 1.000 sec
Pulse 48.4 degrees

Acg. time 1.5398 sec

Width 4506.5 Hz

72 repetitions

OBSERVE  Hi, 300.0788411 Milz
CATA PROCESSING

FT slze 32768

Total time 4 min, 1 sec

32
v
G L. e
: e o el2 ~o H-8
1,4DNB =< = 1E =73 2E
) ~ = ‘ L4 | oo |
=l " @ | tLl
\ 1 I EEIE
I 3 Rt
1 H-14
f hs} H7 "
'
N\ | v ‘h\J \
N ;]}
1 \‘ “dk
’ / \ ’ \ | H-10
/) . /A P
/K > ~ J b ¥4 N H-11
I T S S TITFITTTOTT T /\
ppm 6.485 ppm w.Lw 5.10 ppm 3.06 ppm ©
B L]
( H-6
H-12 H-9
7 | Q
‘ A S U“U k
——————— T ———
9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
- - — — — e e
7.17 3.61 4.10 14.31 13.00 14.82
0.26 2.80 3.87 16.4013.66

En esta figura se observa el espectro de Resonancia Magnetica Nuclear *H de perezona con la
asignacion de las sefiales de los H, la identificacion de 1,4- dinitrobenceno usado como estandar
interno.

A continuacion se encuentran los demas espectros de Resonancia Magnetica Nuclear 1H
obtenidos en cada metodologia y que fueron empleados en el andlisis estadistico.
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