UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales

Tesis Doctoral

“Métodos alternativos para la extraccion y purificacion
de productos naturales de interés para la industria
farmacéutica”

Autora: Ing. Qca. M. Fernanda Barrera Vazquez

Directora: Dra. Ing. Susana Bottini

Julio de 2015



Métodos alternativos para la extraccion y purificacion
de productos naturales de interes para la industria
farmacéutica

por

Ing. Qca. M. Fernanda Barrera VVazquez

Dra. Ing. Susana Bottini

Directora

Comision Asesora de Tesis

Dra. Raquel Evangelina Martini
Dra. Laura Comini

Tribunal Examinador de Tesis

Dra. Selva Pereda
Dr. Julio Zygadlo
Dr. Enriqgue Campanella

Esta Tesis fue enviada a la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales de la Universidad Nacional de Cordoba para implementar los
requerimientos de obtencion del grado académico de Doctora en Ciencias
de la Ingenieria



Cuida tus
pensamientos,
porque se
convertiran

en tus
palabras.

Cuida tus
palabras,
porque se
convertiran
en tus actos.

Cuida tus
actos
porgue se
convertiran
en tus
habitos.

Cuida tus
habitos
Porque se
convertiran
En tu destino.

Mahatma Ghandi






A mis hijos Santino, Pedro,
Victoria 'y a mi esposo Hugo



AGRADECIMIENTOS

Primero y como mas importante, me gustaria agradecer sinceramente a mi
Directora de Tesis, Susana Bottini, por su esfuerzo y dedicacion. Si bien, su direccion
fue a la distancia sus conocimientos, sus orientaciones, sus consejos y su manera de

trabajar, fueron una valiosa guia.

Al Dr Cabrera, un especial agradecimiento por abrirme las puertas de su
laboratorio, por darme la oportunidad de poder realizar mi trabajo experimental, y por

estar dispuesto a ensefiar y transmitir todos sus conocimientos.

A Raquel por haber confiado siempre en mi, por estar siempre presente, por su
persistencia, su paciencia y su motivaciéon que han sido fundamentales para mi

formacion como investigadora y principalmente por su sincera amistad.

A Laura, por acompariarme en todo este periodo, por su amistad, por su apoyo,
por sus conocimientos, su responsabilidad, por su meticulosidad y firmeza que han

ayudado a completar mi formacién como investigadora

A Alfonsina, por prestarme su tiempo, por su colaboracion, su amistad y por su

sabiduria que también ayudaron a completar mi formacién.

A Susy por brindar sus conocimientos, por su responsabilidad y por su

dedicacion a mejorar mi formacion

Quiero expresar mi mas grande agradecimiento a Hugo, por estar siempre a mi
lado, por creer en mi, por estar en los buenos y malos momentos y por ayudarme cada

dia a formar la mas bella familia.

A mis hermosos hijos Santino, Pedro y Victoria, porque su amor incondicional

me dan fuerza y aliento cada dia.



A mis padres por inculcarme la educacion por ser fuente de apoyo constante e

incondicional en toda mi vida.

A mi abuela Raquel por alentarme cada dia a que pueda superarme, y a mis
hermanas Naty, Lilian, Caro, Agus y Estefi por estar siempre a mi lado. Y también a

toda la familia tios, primos...que siempre me acompafan.

A mi amiga Anita, por darme siempre palabras de aliento y acompafiarme en
todos los momentos importantes de mi vida, y también a Naty, Eli, Fer, Andrea y

Maricel por brindarme su amistad y estar siempre cuando las necesite.

A todos mis compafieros y amigos del grupo IDTQ, Martin, Luz , Juan, Juani,
Alexis, José, Laura, Nico, Laura, Agostina, Noe, Iva, Analia, Seba y al resto que
también forma parte, porque luchan y creen en un mismo suefio, porque hacen que el
lugar de trabajo sea el lugar més lindo y cdmodo, porque comparten sus conocimientos
sin pedir nada a cambio, por ser tan buenos amigos, por su buen humor y hacer que la

vida sea divertida.

A las chicas del grupo de Farmacognosia por brindarme su ayuda y hacerme

sentir comoda en su lugar de trabajo.

No puedo olvidar en mis agradecimientos a la gente de Plapiqui de Bahia

Blanca, que me recibieron muy bien durante mi estancia.

Y Finalmente estoy agradecida a la vida por haber puesto en mi camino a todas

estas hermosas personas



RESUMEN

Las plantas con propiedades beneficiosas para la salud humana han acompafiado
al hombre desde sus origenes. A pesar de la gran oferta de farmacos, existen todavia
patologias que no cuentan con una cura definitiva y otras a las que su terapéutica
provoca efectos indeseables. Por ello se hace necesaria la busqueda de nuevos agentes
terapéuticos. En este sentido, el reino vegetal constituye una fuente inagotable de
compuestos bioactivos que merecen mayor investigacion. Dentro de estos compuestos
se encuentran las antraquinonas. Ellas constituyen el grupo mas numeroso de quinonas
naturales, ubicadas en la corteza y raiz de diversas especies vegetales. Algunas
antraquinonas presentan la propiedad de ser fotosensibilizantes, actividad que despierta
un especial interés en el area de las ciencias farmacéuticas por sus potenciales y diversas

aplicaciones terapéuticas.

En esta tesis se aborda el estudio de métodos de extraccion para obtener
antraquinonas de los tallos y hojas de Heterophyllae Hook pustulata (Rubiaceae). Estas
antraquinonas han manifestado ser altamente bioactivas y potencialmente Utiles desde el
punto de vista terapéutico, siendo sus posibles usos como agentes antimicrobianos,

antivirales, antiparasitarios y/o antitumorales.

Actualmente, la extraccion de estas AQs se realiza aplicando métodos
convencionales tipo Soxhlet en etapas sucesivas, con solventes de creciente polaridad:
comenzando con hexano para eliminar las clorofilas y componentes grasos, siguiendo
con benceno y finalmente con acetato de etilo. Esta técnica muestra un bajo rendimiento
de extraccion de AQs y consume grandes cantidades de solventes y tiempo. Por otra
parte, se han incrementado en los Gltimos afios los requerimientos sobre los procesos
extractivos respecto del consumo de solventes y la prevencion de la contaminacion
ambiental. En tal sentido, la utilizacion de métodos alternativos tales como la extraccion
asistida con ultrasonidos, la extraccion asistida con microondas y la extraccién con agua
subcritica se presentan como opciones interesantes para la obtencion de antraquinonas a

partir de productos naturales.



Esta tesis incluye nueve capitulos. En el Capitulo | se fundamenta la importancia

de utilizar tecnologias verdes en el procesamiento de productos naturales.

En el capitulo 1l se describen las caracteristicas generales de la H. pustulata
(aspectos botanicos, propiedades biologicas, fototoxicidad, metabolitos secundarios
aislados de la planta) y se detalla el método convencional de extraccion. En el capitulo
I11 se discuten los principios que rigen el funcionamiento de los métodos de extraccion

alternativos ensayados en esta tesis, sus ventajas y desventajas.

En los capitulos IV y V se reportan los resultados experimentales obtenidos en
los ensayos de extraccion con ultrasonidos y microondas, utilizando como solventes
benceno, acetato de etilo y mezclas de etanol + agua. Se describe también la aplicacion
del disefio experimental de Taguchi para determinar las condiciones operativas Optimas
de las extracciones con etanol + agua, basadas en el andlisis de cuatro factores:
concentracion de solvente, relacion solvente/muestra, temperatura y tiempo de
extraccion. El Capitulo VI, por su parte, muestra los resultados de las extracciones con
agua subcritica, en las que se utilizaron como solventes agua pura y mezclas de agua y
etanol. Las variables analizadas en este caso fueron la temperatura, la presion y el
caudal de operacion. En el capitulo VII se comparan los resultados obtenidos con los
distintos métodos, a fin de determinar cual es el método con el que se obtiene un mayor

rendimiento de antraquinonas.

El capitulo VI1II describe el trabajo realizado en el modelado termodinamico del
equilibrio sélido-fluido de mezclas conteniendo cetonas aromaticas, utilizando para ello
la ecuacion de estado a contribucién grupal GCA-EOS. Se definié un nuevo grupo
funcional ACO para caracterizar a estos compuestos y se llevd a cabo un proceso de
parametrizacion basado en informacion experimental de la literatura sobre presiones de
vapor de cetonas aromaticas puras y datos de equilibrio entre fases de mezclas binarias.
Los parametros obtenidos proporcionaron una prediccién satisfactoria de las

condiciones de equilibrio de compuestos antraquindnicos.

En el Capitulo IX, finalmente, se resumen los resultados alcanzados y se

proponen trabajos futuros.



ABSTRACT

Plants with beneficial properties for human health have accompanied man since
his origins. Despite the wide range of drugs available, there are still diseases that do not
have a cure and others for which this remedy causes undesirable effects. Therefore, the
search for new therapeutic agents is required. In this sense, the plant kingdom is an
inexhaustible source of bioactive compounds that merit further research.
Anthraquinones are one of these families of compounds. They are the largest group of
natural quinones, located in the bark and roots of various plant species. Some
anthraquinones have the property to be photosensitizers; this activity generates a special
interest in the area of pharmaceutical sciences for their potential and various therapeutic

applications.

In this thesis we studied different extraction methods to obtain anthraquinones
from the stems and leaves of Heterophyllae pustulata Hook (Rubiaceae). These
anthraquinones have shown to be highly bioactive and potentially useful from a
therapeutic point of view; they can be used as antimicrobial, antitumor, antiviral and

antiparasitic agents.

Currently, the extraction of these AQs is performed using the conventional
Soxhlet method in successive stages, with solvents of increasing polarity: starting with
hexane to remove chlorophylls and fat components, followed by benzene and finally
with ethyl acetate. This technique shows low AQs yields and consumes large amounts
of solvents and time. On the other hand, in recent years it has increased the
requirements for extractive processes to reduce solvent consumption and to prevent
environmental pollution. In this regard, the use of alternative methods such as
ultrasound assisted extraction, microwave assisted extraction and extraction with
subcritical water, constitute interesting options for obtaining anthraquinones from

natural products.



This thesis has nine chapters. In Chapter | the importance of using green

technologies in the processing of natural products is discussed.

Chapter Il presents the general characteristics of H. pustulata (botanical aspects,
biological properties, phototoxicity, secondary metabolites isolated from plant) and
describes the conventional extraction method. In chapter 111 the operating principles of
the alternative extraction methods tested in this thesis are presented, and their

advantages and disadvantages are discussed.

Chapters 1V and V report the experimental results of the ultrasonic and
microwave extractions, using benzene, ethyl acetate and ethanol + water mixtures. The
use of Taguchi experimental design to determine the optimum operating conditions for
the extractions with ethanol + water is also described, based on the analysis of four
factors: solvent concentration, solvent/sample ratio, extraction temperature and time. On
the other hand, Chapter VI shows the results of the extraction with subcritical water,
using not only pure water, but also mixtures of water and ethanol. The variables
analyzed in this case were temperature, pressure and solvent flow rate. In Chapter VI
the results obtained with the different methods are compared in order to determine the
method by which a higher yield of anthraquinone is obtained.

Chapter VIII describes the work done in modeling solid-fluid equilibria in
mixtures containing aromatic ketones, with the GCA-EOS group-contribution equation
of state. A new ACO functional group was defined to characterize these compounds,
and a parameterization process was carried out, based on experimental data from the
literature on vapor pressures of pure aromatic ketones and phase equilibrium data of
binary mixtures. The parameters obtained provided a satisfactory prediction of

equilibrium conditions in systems containing anthraquinones.

Finally, in Chapter IX the results achieved are summarized and future work is

proposed.



RESUMO

As plantas com propriedades benéficas para a satde humana tém acompanhado
0 homem desde suas origens. Apesar da ampla variedade de drogas, ainda existem
doencas que ndo tém uma cura e outros que as suas causas terapéuticos efeitos
indesejaveis. Assim, é necessaria a procura de novos agentes terapéuticos. Neste
sentido, o reino vegetal é uma fonte inesgotavel de compostos bioativos que merecem
mais investigacdo. Dentro destes compostos sdo antraquinonas. Eles constituem o maior
grupo de quinonas naturais, localizada na casca e raizes de varias espécies de plantas.
Alguns antraquinona tem propriedade para ser fotossensibilizantes, atividade despertou
um interesse especial na &rea das ciéncias farmacéuticas para as suas potenciais

aplicacdes terapéuticas e diversos.

Neste estudo tese discute-se métodos de extracdo para obter antraquinona caules
e folhas Heterophyllae pustulata Hook (Rubiaceae). Estes antraquinonas tém mostrado
ser altamente bioactiva e potencialmente Uteis sob 0 ponto de vista terapéutico, e as suas

possiveis utilizacbes como antimicrobianos antitumoral, antiviral e/ ou antiparasitario.

Actualmente, estes AQs extrac¢do é realizada usando métodos convencionais de
tipo Soxhlet, em fases sucessivas, com solventes de polaridade crescente: comecando
com hexano para remover os componentes de clorofila e de gordura, seguindo-se 0
benzeno e finalmente com acetato de etilo. Esta técnica mostra um baixo rendimento de
extracdo AQs e consome grandes quantidades de solventes e tempo. Por outro lado, eles
tém aumentado nos Ultimos anos, os requisitos para 0s processos referentes ao consumo
de solvente de extraccdo e prevencdo da poluicdo ambiental. A este respeito, a
utilizacdo de métodos alternativos, tais como a extraccdo de ultra-som assistido,
microondas assistida extraccdo e extraccdo com &gua subcritica esta presente como

opcdes interessantes para a obtencao de antraquinonas a partir de produtos naturais.

Esta tese tem nove capitulos. No Capitulo | a importancia do uso de tecnologias

verdes no processamento de produtos naturais € baseado.



Capitulo 11 descreve as caracteristicas gerais do H. pustulata (aspectos botanicos,
as propriedades bioldgicas, fototoxicidade, metabdlitos secundérios isolados de plantas)
e método de extracdo convencional é detalhado. No capitulo 111 os principios que regem
o funcionamento dos métodos de extracdo alternativas testadas nesta tese, sdo discutidas

suas vantagens e desvantagens

Resultados experimentais capitulos IV e V séo relatados nos ensaios de extracéo
ultra-som e microondas, utilizando benzeno solvente, acetato de etilo e misturas de
etanol + &gua. A aplicacdo do delineamento experimental Taguchi é também descrito
para a determinacgdo das condi¢es Optimas de extraccdes com etanol + &gua, a partir da
analise de quatro factores: concentracdo de solvente, proporcao de solvente / amostra,
temperatura de extrac¢do e de tempo. Capitulo VI, por sua vez, mostra os resultados da
extraccdo com agua subcritico, que foram utilizados como solventes puros, agua e
misturas de agua e etanol. As varidveis analisadas neste caso foram a temperatura,
pressdo e velocidade de fluxo operacional. No capitulo VI os resultados obtidos com os
diferentes métodos sdo comparadas a fim de determinar o método pelo qual um maior

rendimento de antraquinona € obtido.

Capitulo VIII descreve o trabalho feito na modelagem termodindmica de
misturas de fluidos-sélidos contendo equilibrio cetonas aromaticas, usando a equacao da
contribuicdo do Estado para grupo GCA-EOS. ACO um novo grupo funcional foi
definido para caracterizar estes compostos e realizado um parametro de processo com
base em dados experimentais da literatura sobre as tensbes de vapor de cetonas
aromaticas puras e dados de equilibrio de fases de misturas binarias. Os parametros
obtidos desde um satisfatorios condi¢cdes de equilibrio previsdo de compostos

antraquinona.

No Capitulo IX, finalmente, os resultados obtidos sdo resumidos e futuros

trabalhos sé&o propostos.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1. El Reino Vegetal como Fuente de Productos Farmacéuticos

El uso de las plantas medicinales para el alivio o cura de enfermedades se remonta a
los origenes de la humanidad. Este conocimiento se ha ido trasmitiendo de generacion en
generacion, conservando ademas algunas de las connotaciones magicas que eran atribuidas a

las propiedades curativas de las plantas.

Hay numerosos documentos que relatan como las plantas se utilizan con fines
terapéuticos en todo el mundo y desde tiempos remotos. Después de siglos de uso empirico de
preparaciones herbarias, recién a comienzos del siglo XIX se obtuvo la idea de utilizar como
medicamento un compuesto quimicamente puro obtenido a partir de una planta con accion
terapéutica; surgiendo asi, la primera separacion de un compuesto quimico (morfina) de una
droga natural (“opio”) por parte del farmacéutico aleman Friedrich W.A. Sertiirner [1]. Este
hecho marcé una nueva era en el uso de las plantas medicinales y el nacimiento de una
moderna linea de investigacion sobre las especies vegetales, encaminada a la extraccion,
purificacion e identificacion de los compuestos quimicos responsables de sus actividades

bioldgicas.

Entre los afios 1930 y 1960 se produjeron grandes avances en la identificacion y sintesis
quimica de gran cantidad de moléculas con propiedades terapéuticas y durante este periodo,
los metabolitos derivados del reino vegetal fueron investigados principalmente desde un punto
de vista fitoquimico y quimiotaxonémico. Sin embargo, no debemos olvidar que muchas
sustancias naturales activas constituyeron modelos para la quimica sintética. Los metabolitos
aislados de plantas sirvieron y contindan siendo valiosos como prototipos para obtener
compuestos con igual o mayor actividad biolégica. Asimismo, actualmente muchos principios

activos, a pesar del desarrollo de la Quimica Farmacéutica, se siguen obteniendo de la

Barrera Vazquez, Maria Fernanda. 2015
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naturaleza, ya sea porque no son faciles de sintetizar o bien porque el costo de su sintesis es

mayor que su produccion a partir del vegetal.

En la dltima década, el interés por las drogas naturales ha sufrido un crecimiento
progresivo. Entre las principales razones se pueden nombrar: el surgimiento y desarrollo de la
ecologia como una forma de vida que permitio modificar y adoptar costumbres o habitos
acordes a una vida més saludable, originando un movimiento naturista que revaloriza las
plantas como instrumentos para aliviar o curar distintas enfermedades o afecciones; la
creciente demanda de terapias no clasicas debido a la insatisfaccion por los tratamientos
médicos tradicionales, que en algunos casos no brindan expectativas de cura y/o producen
efectos secundarios temibles; ademés, se ha demostrado cientificamente la eficacia de un gran
namero de preparaciones fitofarmacéuticas, usando los mismos estandares cientificos que se
aplican para drogas sintéticas; a lo que se suma, el interés de muchas compafiias farmacéuticas
que visualizan las plantas como una fuente inexplorada de nuevas estructuras potencialmente

activas [2].

Las plantas son una fuente potencial de nuevas compuestos bioactivos y aunque son
muchos los esfuerzos que se han realizado en la busqueda de nuevos compuestos Utiles desde
el punto de vista medicamentoso, el mundo vegetal esta lejos de haber sido completamente
explorado. Hasta ahora los cientificos han sometido a prueba aproximadamente sélo el 1% de
las plantas que se estima que hay en el planeta (promedio estimado de 250.000) en busca de
propiedades medicinales, pero los beneficios han sido enormes. Esto indica que el terreno a
investigar es inmenso y se puede afirmar que existen todavia tesoros terapéuticos

insospechados por descubrir [3].

Sin embargo, gran parte de la biodiversidad bioldgica esta siendo reemplazada o
destruida a tasas alarmantes, especialmente en aquellos sitios donde es factible realizar
actividades agropecuarias o forestales [4]. Con este ritmo, tal vez se agoten los recursos
naturales antes de que podamos confirmar sus potenciales propiedades beneficiosas para la
salud [4].
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Si bien actualmente disponemos de técnicas avanzadas para la purificacion e
identificacion de compuestos quimicos desde productos naturales, como asi también de
rapidos ensayos biolégicos para la deteccion de muchas actividades farmacoldgicas, que
aceleran y facilitan la busqueda de nuevos compuestos quimicos, el camino que debe transitar
una droga para que llegue a ser aprobado su uso en humanos es largo. El proceso puede durar
entre 10 y 20 afios con un costo aproximado de unos 300 millones de ddlares [5], y solo 1 de
cada 10.000 compuestos quimicos que se estudien como nuevas drogas, pasaran al mercado.
A pesar de estos riesgos un solo compuesto puede generar ganancias en el mercado de
alrededor de 1000 millones de dolares y, lo que es mas importante, conducir a la posible cura

de enfermedades [6].

El proceso que se inicia con la recoleccion de la planta hasta obtener un principio
quimico puro con una determinada actividad farmacologica es largo y laborioso, requiere de la
colaboracion multidisciplinaria de botanicos, quimicos, farmacélogos y toxicologos. En
grandes rasgos, involucra los siguientes pasos:

a) Recoleccion e identificacion botanica del material vegetal.

b) Preparacion de extractos y analisis quimico preliminar, que involucra la realizacién
de reacciones de coloracion y ensayos cromatograficos.

c) Andlisis bioldgicos y farmacoldgicos simples de extractos crudos con el fin de dirigir
el trabajo de aislamiento hacia los metabolitos potencialmente bioactivos.

d) Consecutivos pasos de separacion y purificacion de los principios activos.

e) Dilucidacién estructural de los compuestos aislados, mediante métodos
espectroscopicos, quimicos y otros.

f) Sintesis parcial o total como confirmacion de la estructura propuesta para las
sustancias aisladas por primera vez.

g) Determinacion de la actividad farmacoldgica y toxicoldgica de los compuestos puros
aislados e identificados.

h) Preparacion de derivados o anélogos para el estudio de la relacion entre estructura

quimica y actividad bioldgica.
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1.1.1. Antecedentes sobre los derivados antraquinonicos de interés

La identificacion de principios activos a partir de plantas de uso tradicional, continta
siendo uno de los caminos méas promisorios para la obtencion de nuevos farmacos [6]. En la
busqueda de metabolitos con actividad biologica, la seleccidn de la especie vegetal a estudiar
es un factor decisivo para obtener el resultado esperado. La eleccidn se puede hacer sobre la
base de relaciones quimiotaxondmicas o teniendo en cuenta la informacion etnofarmacoldgica
[7]. El primero de ellos considera que las especies vegetales de un mismo grupo taxonémico
poseen los mismos y/o similares compuestos quimicos, que permiten emparentarlas y
agruparlas bajo el mismo taxén. Por lo tanto, si se conoce que una planta contiene, por
ejemplo, cumarinas con actividad antitrombdtica, es presumible que otra especie de su mismo
género posea similares compuestos quimicos con igual o semejante actividad bioldgica. El
segundo criterio, la etnofarmacologia, tiene en cuenta los conocimientos que tienen las
personas que habitan un determinado lugar, sobre las plantas que habitualmente utilizan como
agentes medicinales En este marco, se pueden seleccionar aquellas plantas tradicionalmente
usadas en la medicina popular como asi también, aquellas reconocidas como toxicas. Esto es
asi, ya que normalmente se considera que ambos grupos de plantas ofrecen compuestos
quimicos con efectos bioldgicos potencialmente Utiles desde el punto de vista terapéutico.
Existen numerosas evidencias de plantas toxicas cuyos metabolitos se usan en el tratamiento o

cura de una enfermedad a una dosis adecuada [8, 9].

Dentro de este grupo de plantas toxicas, tenemos las llamadas plantas fototdxicas,
cuyos principios activos son comunmente denominados agentes fotosensibilizantes, que

desencadenan sus efectos nocivos bajo la accion de la luz [10].

Basicamente, un agente fotosensibilizante se caracteriza por producir, en presencia de
luz, una especie excitada que por si misma o por transferencia de energia a otra especie,
genera productos altamente reactivos que inducen importantes alteraciones a nivel celular.
Frecuentemente, los fotosensibilizantes se clasifican en fotodinamicos o no fotodinamicos,

segun si su mecanismo de accién requiere o no, la presencia de oxigeno [11].
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Cabe destacar que los agentes fotosensibilizantes utilizados en forma controlada,
pueden ser inducidos a producir efectos dirigidos; por ejemplo, de accion tdxica para
microorganismos o células patdgenas y con un efecto minimo o nulo sobre células huésped.
Asi utilizados, se transforman en una importante herramienta terapéutica en su accionar como
agentes antivirales, antibacterianos o antifingicos, como asi también en terapias contra ciertos

tipos de cancer.

Es importante sefialar que una gran diversidad de metabolitos aislados de plantas,
como asi también de microorganismos y animales, son poderosos fotosensibilizantes y que
muchos de ellos han demostrado ser altamente bioactivos y con potencial aplicacién no s6lo

desde el punto de vista farmacoldgico, sino también desde el punto de vista tecnolégico.

Entre las estructuras conocidas y asociadas a esta caracteristica se incluye, entre otros
compuestos quimicos, a numerosos derivados antraquinonicos los cuales son ampliamente
encontrados en las plantas [12,13]. Estos derivados han sido extensamente estudiados en
conexion con sus caracteristicas de absorcion en el UV-Visible y sus potenciales propiedades

fotosensibilizantes en reacciones fotodinamicas [14-19].

En consecuencia a lo anteriormente expuesto, el estudio de plantas, animales o
microorganismos que contengan metabolitos fotosensibilizantes, despierta promisorias
expectativas, ya que estos compuestos representan un grupo de nuevas drogas con variados
efectos bioldgicos beneficiosos para los organismos vivos y con importantes aplicaciones

terapéuticas y tecnoldgicas

Entre las especies vegetales reconocidas como plantas fototdxicas, se encuentra la
especie vegetal Heterophyllaea pustulata Hook f. (Rubiaceae), popularmente conocida como
"cegadera™. El estudio fitoquimico de esta planta revelo la presencia de antraquinonas (AQSs)
como componentes mayoritarios [20,21], las cuales han demostrado ser buenos
fotosensibilizantes tipo | y/o tipo Il con generacidn de anion superoxido y/o oxigene singlete
respectivamente bajo irradiacion [21,22]. Incluso en estudios posteriores se pudo demostrar
que estas AQs poseen importante actividad antibacteriana, antiviral y anticancerigena in vitro,

por medio de un fenémeno de fotosensibilizacion [23-25].
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A partir de estos antecedentes, y en funcion del interés que despiertan estos
compuestos, en cuanto a sus actividades bioldgicas y su amplia gama de aplicaciones
potenciales que podrian tener en la industria farmacéutica, es de gran interés en esta tesis
encontrar un procedimiento adecuado para extraer estos compuestos a partir de la especie

vegetal H. pustulata.

1.2 Quimica Verde

Desde la prehistoria, el hombre ha estado consciente o inconscientemente acompafiado
por procesos quimicos. Muchos de los descubrimientos que le han posibilitado su desarrollo
tecnoldgico y la mejora de su calidad de vida, son todos procesos quimicos que el hombre

aprendi6 a utilizar para su provecho.

Los avances cientificos debidos a la quimica y a otras disciplinas, han permitido el
aumento de la expectativa de vida, con el consecuente incremento de la poblacion mundial, asi
como la mejora de la calidad de vida, mediante innumerables adelantos. Este desarrollo ha ido

acompafiado de un enorme crecimiento de la industria quimica a nivel mundial.

Paralelamente a este crecimiento, y como consecuencia del mismo, se va registrando
un aumento en la generacion de residuos perjudiciales, produciendo contaminacién ambiental
y dando origen, segln algunos cientificos, al cambio climéatico global. A partir de esta
situacion de alerta, la quimica juega un doble papel. Por un lado, como responsable de algunas
de las causas que han generado esta circunstancia, tiene un papel preponderante en atenuar y
revertir este escenario. Por otro lado, debe continuar contribuyendo a incrementar la calidad
de vida, generando procesos que eliminen o minimicen el riesgo y la contaminacién en su
disefio, en lugar de remediarlos a posteriori. Considerando este doble papel, surge la Quimica
Verde o Quimica Sustentable, como modo de asumir la responsabilidad en el tema de

contaminacion [26,27].
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En tal sentido, la “Quimica verde” se define como:
"La utilizacion de un conjunto de principios que reduzcan o eliminen el uso o la generacion
de sustancias peligrosas en el disefio, fabricacion y aplicacion de productos quimicos”. Es
decir que la filosofia de la quimica verde es desarrollar e incentivar la utilizacion de
tecnologias que puedan obtener los mismos productos que la quimica tradicional, pero de
manera menos contaminante, reduciendo o eliminando el uso o produccién de sustancias
peligrosas, con el fin de conservar el ambiente natural y sus recursos y limitar los efectos

negativos del desarrollo humano.

Su metodologia se basa en la aplicacién de 12 principios propuestos por Anastas y
Warner [26,27]:

1. Prevencidn: Es preferible evitar la produccion de un residuo, que tratar de limpiarlo una
vez que se haya formado.

2. Economia atémica: Los métodos de sintesis deberan disefiarse de manera que incorporen
al maximo todos los materiales en el producto final.

3. Uso de metodologias que generen productos con toxicidad reducida: Siempre que sea
posible, los métodos de sintesis deberan utilizar y generar sustancias que tengan poca o
ninguna toxicidad, tanto para el hombre como para el medio ambiente.

4. Generacién de productos eficaces pero no téxicos: Los productos quimicos deberan ser
disefiados de manera que mantengan la eficacia a la vez que reduzcan su toxicidad.

5. Reduccidén del uso de sustancias auxiliares: Se evitara, en lo posible, el uso de
sustancias que no sean imprescindibles (disolventes, reactivos para llevar a cabo
separaciones, etcétera), y, en el caso de que se utilicen, deberan ser lo mas inocuas
posible.

6. Disminuciéon del consumo energético: Los requerimientos energéticos deberan ser
catalogados por su impacto medioambiental y econémico, reduciéndose su consumo todo
lo posible. Se intentara llevar a cabo los métodos de sintesis a temperatura y presion
ambientes.

7. Utilizacion de materias primas renovables: Debe preferirse el uso de materia prima

renovable en vez de agotable, siempre que sea técnica y econdmicamente viable.
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8. Reduccion de derivados: Los procesos deben minimizar o evitar derivaciones
innecesarias, ya que cada nueva etapa requiere reactivos y energia adicional, ademas de
producir mas desechos

9. Potenciacion de la catalisis: Se empleardn catalizadores lo mas selectivos posible,
preferiblemente reutilizables, en lugar de reactivos estequiométricos.

10. Generacion de productos biodegradables: Los productos quimicos se disefiaran de
manera tal que, al finalizar su funcién, no persistan en el medio ambiente sino que se
transformen en productos de degradacion inocuos.

11. Desarrollo de metodologias analiticas para la monitorizacién en tiempo real: Las
metodologias analiticas deberan permitir una monitorizacion y control en tiempo real del
proceso, previo a la formacion de sustancias peligrosas.

12. Productos inherentemente mas seguros: Deben seleccionarse las sustancias y su forma
de uso de manera de minimizar el potencial de accidentes, incluyendo escapes,

explosiones e incendios.

Los métodos tradicionales comunmente utilizados en la extraccion de principios
activos de productos naturales (Soxhlet, maceracion, decoccion, infusion, etc.) generalmente
requieren largos tiempos de extraccion y uso intensivo de disolventes organicos que pueden
tener potenciales efectos negativos sobre el medio ambiente y la salud humana. Por otra parte,
los disolventes organicos son caros y su eliminacion del producto final es muy costosa. Por lo
tanto, el uso de tecnologias verdes para reducir y/o eliminar el uso o la produccion de

materiales peligrosos es altamente deseable.

1.2.1. Antecedentes de Aplicacion de Tecnologias Verdes en la Extraccion del

Principio Activo de Interés

Actualmente, la extraccion de las AQs de interés para esta tesis, se realiza por
métodos convencionales, utilizando extractores Soxhlet en etapas sucesivas en las que se
aplican solventes de polaridad creciente. A partir de los extractos obtenidos de la matriz
vegetal (hojas y tallos), estos compuestos son aislados y purificados mediante una sucesion
de diferentes técnicas cromatograficas [20]. Estos métodos tradicionales de extraccion

requieren altos tiempos de residencia y grandes cantidades de solvente, y presentan en general
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baja selectividad. Por otra parte, los solventes utilizados representan un riesgo

medioambiental, debido a su toxicidad, a su poder inflamable y a los residuos que generan.

En la actualidad se imponen mayores restricciones sobre las técnica extractivas,
incluyendo la disminucion de los tiempos de extraccion, el consumo reducido de solventes y
energia, la prevencion de la contaminacion ambiental y el cuidado especial en el tratamiento
de compuestos termolabiles. Por lo tanto, es de interés estudiar técnicas alternativas que
permitan aumentar los rendimientos y pureza de los extractos, y reducir los tiempos y riesgos
de la extraccién. Dentro de las técnicas alternativas propuestas en la literatura se incluyen la
extraccion asistida con microondas (MAE), ultrasonido (EUA) y el uso de fluidos

presurizados (PLE).

Dentro de este ultimo grupo de procesos, la utilizacion de agua subcritica constituye
una alternativa interesante para la obtencién y purificacién de compuestos bioactivos a partir
de productos naturales. Esta nueva técnica se basa en el uso de agua, a temperaturas entre 100
°C y 374 °C y a presiones lo suficientemente altas para que se mantenga en estado liquido
[28]. En estas condiciones el agua disminuye su polaridad, por lo que aumenta la solubilidad
de los compuestos organicos al reducirse su constante dieléctrica. La ventaja mas importante
con respecto a las técnicas de extraccion convencionales es que los tiempos de extraccion son
mas cortos, ademas de producirse un extracto de alta calidad, con un agente extractor de bajo
costo [28]. En la literatura se ha reportado la extraccion de antraquinonas de Morinda
citrifolia (Noni) utilizando agua subcritica [28-30], con un alto porcentaje de recuperacion en

comparacion con las técnicas convencionales.

La extraccidn asistida con microondas (MAE) constituye una tecnologia que debe ser
considerada entre las opciones tendientes a reducir el consumo de energia [31]. La extraccién
asistida por microondas se rige por dos fendmenos: la conduccion ionica y la rotacion dipolar,
que, en la mayoria de los casos, se producen simultdneamente en solventes polares [32,33].
Esto hace que la temperatura del disolvente aumente, mejorando la solubilidad de los solutos
[34]. Esta técnica fue aplicada en los ltimos afios en la extraccion de diversos productos
naturales [35], incluyendo la extracciéon de AQs, con un aumento considerable en el
rendimiento [36,37].
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Otra técnica que ha cobrado interés en los ultimos afios es la extraccion asistida por
ultrasonido (EUA), principalmente por su eficiencia, bajo costo, y por la posibilidad de
realizar extracciones a bajas temperaturas, utilizando menores cantidades de disolvente que
los procesos tradicionales [38]. En esta técnica se utiliza alta potencia y baja frecuencia para
poder separar el soluto de interés de la matriz vegetal. Las ondas sonoras que se propagan en
el medio disolvente resultan en la alternancia de ciclos de alta y baja presion, que produce
burbujas de cavitacion. La energia generada a partir del colapso de las burbujas de cavitacion
proporciona una mayor penetracion del disolvente en el material celular y mejora la
transferencia de masa hacia y desde las interfases [39]. Entre las nuevas técnicas de
extraccion, la EUA es la mas econdmica y la que tiene menos requerimientos instrumentales
[40]. Diferentes extractos de plantas y metabolitos bioactivos se han obtenido con esta técnica
[40,42]; entre ellos, se aislaron AQs de Morinda citrifolia [43].

El disefio de los procesos antes discutidos depende fuertemente del escenario de fases,
el cual es altamente sensible a cambios en las condiciones de operacién. Por lo tanto, la
ingenieria del equilibrio entre fases juega un rol fundamental en el disefio de esos procesos
[44]. Dependiendo del sistema bajo estudio y del objetivo de la aplicacion, se requerira la
existencia de sistemas homogéneos y/o heterogéneos para el desarrollo de los procesos. En
este sentido, la medicién experimental de los datos de equilibrio de los principales sistemas
estudiados es de gran importancia para determinar las condiciones de extraccién y/o
fraccionamiento. Por otro lado, la capacidad de modelar dicho equilibrio resulta una
herramienta fundamental, ya que permite predecir y explorar el comportamiento del sistema

en regiones donde no existe informacion experimental.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

De acuerdo a la perspectiva general discutida en los incisos anteriores, en la presente

Tesis se ha planteado como objetivo general, disefiar y desarrollar técnicas de extraccion
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alternativas que permitan aislar y purificar compuestos naturales de interés para la industria
farmacéutica, basandose en nuevas tecnologias, mas respetuosas con el medio ambiente, que

no representen riesgo para la salud y que garanticen una calidad superior de los productos.

En particular, se han seleccionado estructuras quimicas pertenecientes a la familia de
las antraquinonas como compuestos de interés y las técnicas alternativas de extraccion
incluyen la extraccion asistida con microondas (MAE), extraccién asistida con ultrasonido
(EUA) y el uso de fluidos presurizados (PLE).

1.3.2. Objetivos particulares

* Extraccion y purificacion de AQs con propiedades fotosensibilizantes y potencial
aplicacion terapéutica, presentes en la planta Heterophyllaea pustulata mediante la
aplicacion de las diferentes técnicas antes detalladas (convencionales y no

convencionales). Comparacion de metodologias. .

* Analisis de la influencia de las diferentes variables operativas (temperatura, presion,
caudal, potencia, relacién muestra/solvente, concentracion de solvente, tiempo) sobre la
calidad de los productos obtenidos, en términos de recuperacion y concentracion de los

componentes activos.

* Utilizacion de un modelo a contribucién grupal (ecuacion GCA-EoS) para correlacionar
y predecir las condiciones de equilibrio entre fases que gobiernan los procesos de

separacion estudiados.
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CAPITULO II

ASPECTOS GENERALES DE HETEROPHYLLAEA
PUSTULATA HOOK. F. (Rubiaceas) Y SUS PRINCIPIOS
ACTIVOS

2.1. Caracteristicas Generales de la Heterophyllaea pustulata
Hook. f.

2.1.1. Fototoxicidad

El reino vegetal ha sido tradicionalmente el proveedor de materia prima para la
industria farmacéutica, ya que ofrece un gran abanico de posibilidades para la busqueda de
nuevos compuestos quimicos para aplicaciones bioldgicas y / o tecnoldgicas [1-3].

Con el objetivo de encontrar nuevas estructuras quimicas naturales bioactivas el grupo
de trabajo de Farmacognosia (Departamento de Farmacia — Fac. de Ciencias Quimicas — UNC
— IMBIV-CONICET) estudi6é quimicamente una especie vegetal denominada cientificamente
Heterophyllaea pustulata Hook. f. [4], conocida vulgarmente como “cegadera”, reconocida

como especie con antecedentes de fototoxicidad [5].

Las especies vegetales toxicas actuan por diferentes mecanismos de acuerdo a las
caracteristicas propias de sus principios activos. Un caso particular son aquellas llamadas
plantas fototoxicas, que desarrollan sus efectos nocivos debido a la presencia de compuestos
quimicos que se activan frente a la luz, generando especies reactivas, altamente nocivas en

medios bioldgicos y que comunmente se denominan agentes fotosensibilizantes [6,7]. La
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especie vegetal fototoxica Heterophyllaea pustulata Hook. f. es un arbusto que crece en la
regiones montafiosas de Argentina y Bolivia, a 1.000 metros sobre el nivel del mar. En

Argentina su ubicacion se da en las provincias de Jujuy, Salta y Tucuman (Figura 1).

T REPUBLICA ARGENTINA

@ Hernophylisea possuli

| R i
Vo 7 |
\ i 1 + H LL e s

Vo ke /

Figura 1. Distribucion de la Heterophyllaea pustulata en la Republica Argentina (adaptado de
Ragonese y Milano,1984).

Esta especie es la causante de numerosas intoxicaciones en el ganado ovino, bovino,
mular y equino de pelaje blanco en las provincias donde habita, ya que produce lesiones
dérmicas y en casos severos puede causar ceguera, sin llegar a ocasionar la muerte en los
animales que la ingieren. Se la conoce también con otros nombres vulgares: “ciegadera” o

“saruera” [8].

Hansen y Martiarena [5] estudiaron su toxicidad sobre distintos animales (conejos
albinos, cobayos, ovinos y bovinos). En su trabajo sefialaron de qué manera la ingesta de
hojas, en diferentes periodos vegetativos (brotacion, floracion, fructificacion), y en estado
fresco, desecado o henificado, producen dermatitis y queratoconjuntivitis. Indicaron ademas
que los sintomas y las lesiones cutaneas y oftalmicas observadas son reversibles si el toxico
actua fugazmente, volviendo a la normalidad (sin dejar secuelas) en un plazo que oscila entre
diez y treinta dias. Sin embargo, si esta planta continda siendo parte de la alimentacion diaria,
los animales presentan lesiones irreversibles: dermatitis cronica y pérdida total de la vision

como se muestra en la Figura 2. También advirtieron que, para provocar los efectos toxicos
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similares a los producidos en la intoxicacion natural, es necesario exponer los sujetos a la
accion de la luz natural o rayos solares para que éstos actuen como factor desencadenante.
Cabe destacar que estos autores definieron la toxicidad de esta planta como una reaccion
tipica de fotosensibilizacién, ya que provoca las reacciones fototoxicas caracteristicas y no
exhibe ictericia ni anemia en su presentacion clinica. Sin embargo, no identificaron los

compuestos quimicos responsables de su fototoxicidad, por lo que la bdsqueda de las

sustancias causantes de la misma represent6 un importante desafio.

Figura 2. Animales que presentan lesiones irreversibles: dermatitis cronica y pérdida total de

la vision

2.1.2. Consideraciones Botanicas

Heterophyllaea pustulata Hook. f. pertenece a un género sudamericano de la familia
de las Rubiaceas. Esta familia se compone de unos 500 géneros y alrededor de 6000 especies,
con una distribucion cosmopolita, pero especialmente en areas intertropicales. Para la

Argentina, hay descriptos 41 géneros y aproximadamente 123 especies [4].

El género Heterophyllaea Hook. f. esté representado por sélo dos especies con habitat
en la region andina de Argentina y Bolivia.

1) H. pustulata Hook. f., con habitat en Bolivia y noroeste de Argentina.

2) H. licyoides (Rusby) Sandwich, distribuida principalmente en Bolivia y Per0 [8].

H. pustulata (Figuras 3 y 4) es un arbusto erguido de 2 a 3 m de altitud. Esta planta
presenta numerosas glandulas pustulosas, caracteristicas del género, en la superficie de los

organos vegetativos, flores y frutos. Sus hojas son persistentes, lanceoladas, groseramente

Barrera Vazquez, Maria Fernanda. 2015



Tesis Doctoral 20

dentadas, opuestas, con estipulas interpeciolares. Las flores tienen corola rojiza por fuera y
blanca por dentro. El fruto es una capsula subglobosa apergaminada. Inicia su brotacion

cuando los pastos naturales no lo hacen, induciendo a los animales a ingerirlas [8].

Figura 4. H. pustulata Hook. A, rama con flores y frutos; B, estipulas; C, flor longistila; D,
flor brevistila; E, fruto; F y G, semilla, cara placentar y corte longitudinal [8].
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2.2 Metabolitos Secundarios Aislados de Heterophyllaea pustulata

De las partes aéreas de H. pustulata se aislaron, purificaron e identificaron diez
antraquinonas (AQs) (Fig. 5), tres flavonoides (Fig. 6) y un iridoide (Fig. 7) [9,10]. Los

compuestos aislados fueron:

e AQs-aglicones: soranjidiol, 1-metil éter soranjidiol, rubiadina, 1-metil éter rubiadina,
damnacantal, damnacantol, heterophyllina, pustulita, 5,5-antraquinona bisoranjidiol y

2-hidroxi-3-metil antraquinona.
e Flavonoides: quercetina, isoquercitina, quercetina-3-O-a-D-glucosil-6"acetato

e Iridoide glicosido (asperuloside)

Estos metabolitos se obtuvieron a partir de las hojas y tallos de H. pustulata mediante la
aplicacion de diferentes técnicas cromatograficas. La identidad quimica de los mismos se
determind mediante el uso de multiples técnicas espectroscépicas: resonancia magnética
nuclear de carbono-13 e hidrégeno (RMN C y *H) mono y bidimensional, espectrometria
de masas (MS), espectrometria de masas por bombardeo
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2-hidroxi-7-metil-3-metoxi

1,6-dihidroxi-2-metil-7- antraquinona, AQ-2

metoxi antraquinona, AQ-1

5-5"-bis (1,6-dihidroxi-2-
metil antraquinona), AQ-3

1,6-dihidroxi-2-metil 6-hidroxi-2-metil-1-metoxi 1,3-dihidroxi-2-metil
antraquinona (soranjidiol), antraquinona (1-metil éter antraquinona (rubiadina),
AQ-4 de soranjidiol) AQ-5 AQ-6

3-hidroxi-2-metil-1-metoxi 2-hidroxi-3-metil 3-hidroxi-1-
antraquinona (1-metil éter antraquinona, AQ-8 metoxiantraquinona-2-
de rubiadina), AQ-7 aldehido (damnacanthal),
AQ-9

3-hidroxi-2-hidroximetil-1-
metoxi antraquinona
(damnacanthol), AQ-10

Figura 5. AQs aisladas de H. pustulata
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ercetina i itri i i
quercet isoquercitrina 3-O-B-D-(6™-acetilglucosil)

quercetina

Figura 6. Flavonoides aislados de H. pustulata

CH3—C—O0——CHz

Asperuloésido

Figura 7. Iridoide aislados de H. Pustulata

2.3. Método de Extraccion Convencional y Composicion Quimica
de los Extractos

El método convencional para obtener los distintos extractos a partir de los cuales
fueron aislados e identificados los metabolitos secundarios antes detallados, fue el Soxhlet.

La eleccién del método extractivo y del disolvente esta determinada por la naturaleza
fisicogquimica de los metabolitos que se quieren aislar y por la restriccion de no producir

alteraciones en los mismos.

Debido a que los compuestos de interés son sélidos y el disolvente es un liquido, la
técnica convencional mas adecuada para realizar la extraccion es el Soxhlet, cuyo equipo de

extraccion se detalla en la Figura 9.

En el equipo Soxhlet se combinan los procesos de extraccion — destilacion, haciendo

que el solvente cumpla ciclos continuos de extraccion y purificacion. La purificacion del
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solvente se realiza por destilacion del extracto obtenido en la etapa previa, de manera que el

material s6lido siempre esta en contacto con solvente puro.

Condensador

Soxhlet

Cartucho de papel de filtro

Solvente

Figura 9. Equipo Soxhlet

El proceso de extraccion comprende las siguientes etapas:

1) La muestra vegetal, desecada y finamente dividida, se introduce en un cartucho de papel

que se ubica en el Soxhlet.

2) El solvente elegido (con una polaridad acorde con la polaridad de la sustancia a extraer) se

coloca en el baldn de destilacion y se lleva a ebullicion.

3) Los vapores del solvente de extraccion ascienden por el tubo lateral del Soxhlet y

condensan en la parte superior del aparato.

4) El condensado caliente cae sobre la muestra, produciendo su lixiviacion mientras se va

llenando el cartucho.

5) Cuando la camara se ha llenado, el lixiviado (solvente de extraccion + solutos disueltos)

sifona y vuelve al bal6n de destilacion para comenzar un nuevo ciclo.

El proceso se repite sucesivamente, con lo que se logra aumentar la concentracion de

solutos en el solvente de extraccion.
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Al finalizar una extraccion, se obtiene un residuo (material vegetal agotado) y un

extracto que es una mezcla de las sustancias disueltas en el disolvente usado.

En el procesamiento de H. pustulata se utilizan cuatro solventes de polaridad creciente,
segun el esquema que se muestra en la Figura 10. Luego cada extracto es concentrado a 40°C

y presion reducida, hasta sequedad.

Material Vegetal Seco y
Fragmentado

Eter de Petréleo —— Extracto de Eter de Petréleo

20_Ext. con Benceno) ——————————— Extracto de Benceno

3°-Ext. con Acetato
de Etilo

4°-Ext. con Etanol - Extracto de Etanol

Figura 10. Esquema de la extraccion con solventes de polaridad creciente en Soxhlet

Extracto de Acetato de Etilo

En la Tabla 2.2 se muestra la composicion de los distintos extractos obtenidos con
Soxhlet a partir de hojas y tallos de H. pustulata, utilizando los cuatro solventes orgénicos
indicados en la Figura 10. Para cada uno de los extractos analizados, la tabla indica las
AQs identificadas y su grado de abundancia en el extracto. [11]. Cada una de estas AQs
puras fueron separadas y purificadas de los extractos obtenidos mediante Soxhlet
implicando la combinacion de diferentes métodos cromatograficos: cromatografia en
columna (CC) de adsorcion y geles filtrantes, cromatografia circular y cromatografia de
capa fina (TLC) [11].

Tabla 1. Composicion de los distintos extractos de H. pustulata
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Hojas Tallos
Derivados antraquindnicos

EP B Ac Et EP B Ac Et

AQLl 1 6-dihidroxi-2-metil-7-metoxi-AQ  + ++ +++

AQ-2 2-hidroxi-7-metil-3-metoxi-AQ +- o+ +

AQ3 55 -bis (1,6-dihidroxi-2-metil-AQ) ++ o+ o+

AQ-5 6-hidroxi-2-metil-1-metoxi-AQ +- ++ 4+

AQ-4 1,6-dihidroxi-2-metil-AQ + 4+
AQ-6 1,3-dihidorxi-2-metil-AQ + o+t + 4+ H+ 4
AQ-7 3-hidroxi-2-metil-1-metoxi-AQ +H- o+ o+ ++ o+ o+
AQ-8 2-hidroxi-3-metil-AQ +H- 4+ +-  + 4

AQ9  3-hidroxi-1-metoxi-2-aldehido-AQ +++  ++
AQ-10 3-hidroxi-2-hidroximetil-1-metoxi-AQ ++ o+

Extractos de: (EP) Eter de petroleo, (B) Benceno, (Ac) Acetato de etilo, (Et) Etanol.
Abundancia: (+++) muy abundante, (++) abundante, (+) cantidad considerable, (+/-) en trazas.

2.4. Actividad Bioldgica de los Extractos de H. pustulata y de
sus metabolitos fotosensibilizantes

H. pustulata contiene compuestos quimicos (AQs) que desencadenan sus efectos nocivos
bajo la accidn de la luz, a través de un fendmeno de fotosensibilizacién [6]. Estos metabolitos,
como otros fotosensibilizantes, en presencia de luz y oxigeno molecular dan origen a especies
reactivas del oxigeno (EROs). Béasicamente, pueden ocurrir dos tipos de mecanismos de
fotoactivacion del FS, uno de ellos involucra la generacion de radicales libres del oxigeno,

tales como el radical anion superéxido (O2*) (reaccién fotodinamica tipo 1) y otro
mecanismo implica la produccion de oxigeno singlete (102 ) (reaccion fotodinamica tipo I1)
[12]. Estas EROs atacan con frecuencia a los componentes de la membrana celulares
(colesterol y ciertos aminoacidos de proteinas tales como triptofano e histidina), como asi
también a los acidos grasos insaturados que conforman las membranas celulares lo que
provoca la disrupcion a nivel del funcionamiento de la membrana celular, cuya consecuencia
provoca la eventual muerte celular [13-15]. Sin embargo, cabe sefialar que los agentes
fotosensibilizantes, utilizados en forma controlada, pueden ser inducidos a producir efectos
dirigidos; por ejemplo, de accidn toxica para microorganismos o células patdgenas y con un

efecto minimo o nulo sobre células huésped. Asi utilizados, se transforman en una importante
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herramienta terapéutica en su accionar como agentes antivirales, antibacterianos o

antifangicos, como asi también en terapias contra ciertos tipos de cancer.

A partir de dichos antecedentes y debido al interés que despiertan estos compuestos, el
grupo de Farmacognosia (Departamento de Farmacia — Fac. de Ciencias Quimicas — UNC —
IMBIV-CONICET) llevo a cabo el estudio fotoquimico, fotofisico y fotobiologico de cada
una de las AQs aisladas de H. pustulata aportando nuevos datos sobre las propiedades
fotosensibilizantes de las mismas. Asi, se pudo demostrar que nueve AQs poseen propiedades
fotosensibilizantes (soranjidiol, 1-metil éter soranjidiol, rubiadina, 1-metil éter rubiadina,
damnacantal, damnacantol, heterophyllina, pustulita, 5,5-antraquinona bisoranjidiol),
mediadas por la generacién del anion superdxido (O..”; mecanismo de tipo 1) y / o singlete de
oxigeno molecular (*O2; mecanismo tipo 11) [16,17].

En estudios posteriores, estas estructuras fotosensibilizantes, fueron evaluadas como
agentes antibacterianos y anticancerigenos. En este sentido, se establecié que, cuatro de las
nueve AQs estudiadas (damnacantal, rubiadina, soranjidiol y 5,5 -bisoranjidiol) poseen una
importante actividad inhibitoria in vitro sobre Staphylococcus aureus, efecto que se relaciond
con la estimulacion del metabolismo oxidativo mediado por anién superéxido y oxigeno
singlete. Ademas, se demostrd que en presencia de luz, este efecto antibacteriano se
incrementa hasta alcanzar un efecto bactericida para rubiadina, soranjidiol y 5,5 -bisoranjidiol,
lo cual estaria ligado al aumento en la produccion de ambas especies reactivas del oxigeno que

provocan estas AQs en la bacteria, en presencia de luz [18,19] .

En este marco conviene destacar, la nula incidencia de estos compuestos sobre las
células huésped (African green monkey kidney cells — Vero-) cuando son aplicados en las

dosis efectivas como antibacterianos, lo que aumenta su factibilidad en el uso terapéutico [20].

Resultados similares se obtuvieron en ensayos in vitro sobre células de cancer de
mama humano, mediante los cuales se demostr6 que cinco de las seis AQs ensayadas
(damnacantal, soranjidiol, damnacantol, 1-metil eter de rubiadina y 1-metil eter de
soranjidiol), presentaron una importante actividad sobre células cancerigenas bajo irradiacion,

sin presentar una significativa toxicidad sobre células normales [19].
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Ademas, es importante destacar que extractos bencénicos enriquecidos de AQs obtenidos
a partir de H. pustulata poseen importante actividad antibacteriana, antifingica y antiviral in
Vitro, sin mediar un fendbmeno de fotosensibilizacion [9,21]. Asi, frente a las distintas cepas
bacterianas probadas, estos extractso presentaron actividad bacteriostatica selectiva frente a
Micrococcus luteus ATCC 9341, Staphylococcus aureus sensible a la oxacilina y
Staphylococcus aureus resistente a la oxacilina. Con respecto a la actividad antifungica los
extractos demostraron tener un amplio espectro de actividad frente a varias especies de hongos
de diferentes lesiones corporales como; Candidas spp., Aspergillus fumigatus, Aspergillus
flavus y Trychophyton mentagrophytes [9]. En adicion, los extractos bencénicos y acetato de
etilo ricos en AQs obtenidos de hojas y tallos mostraron actividad antiviral contra el Virus
Herpes Simplex tipo | (HSV-1) [21].

A partir de estos antecedentes, y en funcion del interés que despiertan estos compuestos,
en cuanto a sus actividades bioldgicas y su amplia gama de aplicaciones potenciales que
podrian tener en la industria farmacéutica, es de gran interés en esta tesis encontrar un
procedimiento adecuado para extraer estos compuestos a partir de la especie vegetal H.

pustulata
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CAPITULO III

ASPECTOS FUNDAMENTALES DE LAS TECNICAS DE
EXTRACCION ESTUDIADAS

3.1. Introduccion

En los dltimos afios se han incrementado los requerimientos sobre los procesos de
extraccion de compuestos alimenticios y farmacéuticos a partir de productos naturales
renovables. Se busca la aplicacién de nuevas técnicas de extraccion que den mayores
rendimientos, requieran menores tiempos de procesamiento, utilicen solventes menos
peligrosos y nocivos para la salud y el medio ambiente y apliquen condiciones operativas

benignas durante el procesamiento de compuestos termolabiles.

Varios articulos de la literatura [1-7] discuten la teoria y principios que rigen el

mecanismo de extraccion de un soluto a partir de una matriz vegetal.

En esencia, la extraccion y recuperacion del analito desde la matriz vegetal se puede
describir a través de cuatro pasos secuenciales (ver Figura 1):
1. El soluto desorbe desde los sitios activos de la matriz vegetal.
2. Difunde por la matriz hasta alcanzar la interfase matriz-fluido.

3. El analito distribuye y difunde a través del fluido de extraccion presente dentro del
poro, para llegar asi al seno de la fase extracto.

4. El extracto se recolecta y analiza mediante una técnica analitica apropiada.
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Figura 1. Mecanismo de extraccion de un soluto desde una matriz vegetal

El hecho de que una Unica planta pueda contener cientos de metabolitos secundarios,
hace necesario el desarrollo de métodos de extraccion selectivos, rapidos y de alta eficiencia.

Por mas de 120 afios la extraccion Soxhlet ha sido la técnica mas utilizada en la
separacion de fito-compuestos [9]. La aplicacion de esta técnica requiere en general largos
tiempos de extraccion, lo que conlleva un alto consumo de energia y la potencial degradacion
térmica de los fito-compuestos. Por otra parte, el uso de solventes organicos puede traer

aparejado efectos negativos sobre el medio ambiente y la salud humana [8, 10].

En las ultimas décadas han comenzado a explorarse métodos alternativos, mas
amigables con el medioambiente, que buscan lograr mayores rendimientos con menor

consumo de solvente, energia y menores tiempos de procesamiento.

Entre estas nuevas técnicas cabe mencionar: la extraccion asistida con microondas
(EAM), el ultrasonido (EAU) y la aplicacion de fluidos presurizados (PFE), incluyendo los
fluidos supercriticos (SFE) y el agua subcritica (PHWE).

En este capitulo se describen los aspectos generales y los principios que rigen cada una
de las tres tecnologias aplicadas en este trabajo de tesis: EAM, EAU y PHWE.

La Tabla 1 comparan estas tecnologias de extraccion, indicando sus ventajas y

desventajas [11].
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Tabla 1. Comparacion de distintos métodos de extraccion [11]

Tecnologia de . . Consumo de
- Ventajas Desventajas :
Extraccion Energia
La extraccion puede ser realizada a
presion atmosférica y a temperatura
ambiente, lo que permite la La eficiencia de la extraccion
extraccion de compuestos depende de la matriz de la
EAU termolabiles. Usa pequefios planta. Se necesita una Moderado
volimenes de solvente orgénico (1- investigacion previa.
15 ml). Versatilidad y seguridad en
el uso de solventes. Es econémico
y tiene un funcionamiento sencillo.
Es importante la relacién
Altos rendimientos con los sistemas  muestra/solvente. Presenta el
comerciales disponibles. Como reto de llevarlo a escala piloto.
medio de extraccion se puede usar Potenciales riesgos de
agua o solventes organicos. Reduce  explosion como resultado de la
EAM el uso de solvente y el tiempo de presurizacion en recipientes Moderado
extraccion. Es adecuado para cerrados. La eficiencia de las
sustancias térmicamente labiles. microondas puede ser muy
Simplicidad en el proceso. pobre cuando los compuestos
de interés o los solventes son
no-polares
Utiliza agua como medio de Altos costos de los equipos de
extraccion. Adecuado para o
sustancias térmicamente labiles. alta presion. .
PHWE A la fecha no hay disponible Moderado

El proceso puede ser ampliado para
la produccioén industrial.
Muy seguro de usar

ningun sistema comercial o de
alto rendimiento.

3.2 Extraccion Asistida con Microondas (MAE)

A finales de la década de los 80 se utiliz6 por primera vez la energia de microondas

para la extraccién de compuestos organicos, empleando un horno de microondas doméstico
[12,13]. Desde entonces se ha incrementado significativamente el uso de microondas para la
extraccion de compuestos bioactivos a partir de material vegetal, como resultado de sus
inherentes ventajas: reduccion del tiempo de extraccion (alrededor de los 30 minutos) y del

volumen de solvente organico requerido [8].

La EAM consiste basicamente en poner en contacto una matriz que contiene un

compuesto de interés con un solvente adecuado, el cual sera calentado por la energia de las
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microondas [14]. La extraccion del analito de interés desde la muestra hasta el extractante va a

depender de la temperatura y de la naturaleza del solvente.

Hay que resaltar que, contrariamente a lo que sucede en un calentamiento
convencional, las microondas tienen la capacidad de interaccionar con las moléculas de
solvente y no con los recipientes contenedores (generalmente de vidrio). Asi, el calentamiento
es directo y es posible alcanzar con rapidez el punto de ebullicién, disminuyendo el tiempo de
extraccion.

3.2.1. Teoria y Principios de la EAM

Las microondas son ondas electromagnéticas no ionizantes que comprenden un campo
eléctrico y un campo magnético que oscilan perpendicularmente entre si en un rango de
frecuencia de 0,3 a 300 GHz. En la Figura 2 se puede observar el espectro electromagnético, en
el cual la region de radiacion de microondas se encuentra entre la radiacion infrarroja y las ondas
de radio [15].
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Figura 2 Espectro Electromagnético

El principio del calentamiento de las microondas se basa en su impacto directo sobre
materiales o solventes polares y esta regido por dos fendmenos: la conduccion ionica y la

rotacion bipolar.

En la mayoria de los casos estos dos mecanismos de interaccion se producen

simultaneamente [16, 17]. A continuacion se detalla cada mecanismo.
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e Conduccion ionica: Es la migracion de iones cuando estan sometidos a la accion de
un campo eléctrico. La resistencia que ofrece el medio (solucion) a la migracion de

iones produce rozamiento, lo que eventualmente calienta la solucién.

e Rotacion dipolar: Implica el reordenamiento de los dipolos cuando se les aplica un
campo eléctrico. Los hornos microondas generan campos eléctricos rapidamente
cambiantes, lo que hace que las moléculas dipolares oscilen hacia adelante y atras. La
capacidad de las moléculas para alinearse con el campo eléctrico dependera de la
frecuencia de la onda y de la viscosidad del medio en donde se encuentren. Si la
frecuencia es baja, la molécula oscilara en fase con el campo eléctrico. Con este
comportamiento la molécula ganara energia interna, aunque el calentamiento global no
serd alto. Si en cambio la frecuencia de onda es alta, la molécula no tendré el tiempo
suficiente para oscilar en fase con el campo eléctrico y por lo tanto no rotara. En este
caso, al no existir movimiento, no hay transferencia de energia y por lo tanto no hay

calentamiento.

A frecuencias de 2450 MHz ocurre el proceso de calentamiento, que es el alineamiento
de las moléculas con el campo, seguido de su vuelta al desorden, y ocurre 4.9x10° veces por

segundo, lo que implica un rapido calentamiento [18].

La radiacion aplicada en los hornos microondas utiliza esta frecuencia, y ocurre un
fendmeno intermedio; es decir que la frecuencia es lo suficientemente baja como para que el
dipolo tenga tiempo de rotar y seguir al campo eléctrico alternante. Sin embargo, la frecuencia
es lo suficientemente alta como para que el dipolo no pueda seguir al campo con precision;
por lo que, cuando el dipolo se re-alinea con el campo, éste ya ha cambiado. Esto generara una
diferencia de fase entre la orientacion del campo y del dipolo. Esta diferencia de fase hace que
el dipolo, por friccion y colision con otras moléculas, absorba la energia de microondas como
calor. Esto da lugar al calentamiento [15, 17]. Esta claro que, para se produzca el
calentamiento bajo los dos mecanismos anteriores, es preciso que esté presente un compuesto

dieléctrico o solvente dipolar.

Barrera Vazquez, Maria Fernanda. 2015



Tesis Doctoral 36

La eficiencia en la generacion de calor en diferentes disolventes dependera del factor
de disipacion, que mide la relacion entre la pérdida dieléctrica de la muestra o factor de

pérdida y la constante dieléctrica. El factor de disipacion se cuantifica segln la ecuacion 1

d=¢"1¢ 1)

donde & representa el angulo de pérdida, €~ es la pérdida dieléctrica, que mide la capacidad de
conversion de la energia de la microonda en calor y € es la constante dieléctrica, que
cuantifica la capacidad de un material dieléctrico de almacenar energia potencial eléctrica

cuando es sometido a un campo eléctrico.

De hecho, la constante dieléctrica es una medida de la capacidad de absorber energia
de microondas, mientras que el factor de pérdida seria la capacidad de disipar la energia
absorbida. De acuerdo a lo expuesto, el efecto de la energia de microondas depende de la

naturaleza del solvente y de la muestra.

Este factor es un importante parametro de comparacion cuando se analizan dos
solventes de constantes dieléctricas parecidas y angulo de pérdida bajos. Aquellos que posean
un factor de pérdida mayor, serdn mas capaces de disipar energia como calor y por lo tanto

calentaran mas al medio.

En la Tabla 2 se muestran las constantes dieléctricas y los factores de disipacion de
algunos solventes cominmente utilizados en MAE. Es apreciable el elevado valor que poseen
los alcoholes de bajo peso molecular, con un méaximo para el etanol, disminuyendo con la

cantidad de carbonos.
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Tabla 2 Parametros dieléctricos de solventes

Solvente Constante Dieléctrica (g)? Factor de disipacion tan (8)° Ref.

Agua 80.4 0.123 [16]
Metanol 32.8 0.659 [16,17]
Etanol 24.6 0.941 [16,17]
1-Propanol 195 0.757 [17]
1-Butanol 17.8 0.571 [17]
1-Pentanol 15.8 0.427 [17]

a constante dieléctrica del solvente a 25°C y sometido a un campo eléctrico estatico.
b determinados a 25°C y con una frecuencia de 2,45 GHz.

Con respecto al principio de extraccion con microondas, el material vegetal seco que
se utiliza en la mayoria de los casos, tiene pequefias trazas de humedad en las células
vegetales, permitiendo que se produzca el calentamiento por las microondas. Cuando se
calienta el interior de la célula vegetal debido al efecto de las microondas, la humedad se
evapora y genera una enorme presion sobre la pared celular. La presion empuja la pared
celular desde el interior, estirandola y produciendo su ruptura, lo que facilita la lixiviacion de

los componentes activos de las células rotas hacia el disolvente [10].

El efecto de la energia de microondas depende fuertemente de la susceptibilidad
dieléctrica, tanto de la matriz vegetal como del disolvente [8]. Este fendmeno puede incluso
ser mas intensificado si la matriz vegetal se impregna con disolventes con un mayor factor de
disipacion. La radiacion de las microondas puede hidrolizar enlaces éter de la celulosa,
principal constituyente de la pared celular vegetal, produciendo compuestos solubles en unos
pocos minutos. La temperatura mas alta alcanzada por la pared celular durante MAE mejora la
deshidratacion de la celulosa y reduce su resistencia mecanica y esto a su vez ayuda al
disolvente a acceder mas facilmente dentro de la célula y liberar los componentes en el

disolvente caliente [20].

Sin embargo, en caso de trabajar con componentes termolabiles, se suele sumergir la
muestra en un disolvente transparente a las microondas (hexano, cloroformo) para evitar altas

temperaturas que puedan producir su degradacion [9, 10, 15, 21].
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3.2.2. Parametros que afectan el proceso MAE

Los parametros mas comunmente estudiados para la optimizacion de las condiciones
de extraccion son: composicion y volumen del disolvente, temperatura, presion (en equipos de

vasos cerrados), potencia de microondas, tiempo de extraccion y caracteristicas de la matriz.

e Disolvente.

La correcta eleccion de disolvente es fundamental para la obtencién de un proceso de
extraccion eficiente. Esta eleccion esta determinada por la solubilidad del analito, por la
interaccion entre el disolvente y la matriz vegetal y, finalmente, por las propiedades que tiene

el disolvente de absorber las microondas [9].

Las propiedades dieléctricas del disolvente juegan un papel importante en la extraccion
con microondas. Los solventes que son transparentes a las microondas no se calientan y
aquellos que tienen la capacidad de absorber las microondas si lo hacen. Asi, el hexano (¢ =
1.8) es transparente a las microondas y no se calienta en virtud de las microondas, mientras
que el etanol (¢ = 24.6) tiene buena capacidad de absorcion de las microondas y por lo tanto se
calienta mas rapido mejorando el proceso de extraccion [22,23]. La capacidad de un solvente
para interactuar con las microondas puede ser modulada mediante el uso de mezclas, con la
finalidad de aumentar el factor de disipacion y de esta manera mejorar la eficiencia y la
selectividad del proceso [24,25]. Una de las mezclas mas comunes es acetona + hexano. En
algunos casos pequefias cantidades de agua en el disolvente de extraccion permiten que éste
pueda penetrar facilmente en las células y facilitar un mejor calentamiento de la matriz
vegetal. Esto a su vez aumenta la transferencia de masa de los componentes activos en el

disolvente de extraccion [19].

El volumen del disolvente de extraccion es también un factor critico. Debe ser
suficiente para asegurar que la matriz vegetal esté completamente sumergida en el mismo
durante todo el tiempo de irradiacion. En la bibliografia existe una gran variacion de
relaciones solvente/muestra reportadas. A menudo se utilizan entre 10 y 30 mL de solvente

por cada 1-10 g de muestra. En general, en los métodos convencionales de extraccion una
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mayor relacion disolvente/ matriz puede ser muy eficaz. Sin embargo, en MAE una relacion
mas alta puede producir menores recuperaciones, debido a una distribucion y exposicién no

uniforme de las microondas [10].

e Temperatura/ presion.

La potencia del microondas y la temperatura de operacion estan muy relacionadas
entre si, por lo que se debe prestar especial atencion cuando se trabaja con sistemas de

recipientes cerrado.

En los sistemas cerrados la temperatura puede llegar a alcanzar valores muy por
encima del punto de ebullicién normal del disolvente, por aumento de la presion en el interior

del recipiente.

Las temperaturas elevadas permiten una mayor eficiencia de extraccién, al aumentar
la desorcion del analito desde los sitios activos de la matriz. Ademas, los disolventes tienen
una mayor capacidad de solubilizar los analitos a temperaturas mas altas, debido a que la
tension superficial y la viscosidad del disolvente disminuyen con la temperatura, mejorando la
humectacion de la muestra y la penetracion en la matriz [8]. Sin embargo, la potencia debe
elegirse correctamente, tanto para evitar temperaturas excesivas que puedan producir la
degradacion de solutos, como para que no se produzcan altas presiones en el interior de los

Vvasos.

Con respecto a los sistemas de recipientes abiertos, éstos permiten un control mas
efectivo de las combinaciones de solventes de extraccidn que se calientan de manera diferente.

Ademas, ofrecen una mayor seguridad al realizarse la extraccion a presion atmosfeérica [8].

e Tiempo de extraccion.

Como en otras técnicas de extraccion, el tiempo es otro parametro cuya influencia

necesita ser tenida en cuenta. Generalmente, la cantidad de analitos extraidos se incrementa
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con el tiempo de extraccién, aunque existe el riesgo de que se pueda producir degradacion del

material procesado.

En la literatura se reporta una gran variabilidad en los tiempos de extraccion, lo que
puede atribuirse en parte al tipo de matriz vegetal procesada. A menudo 15 - 20 minutos son
suficientes, aunque se han reportado excelentes recuperaciones incluso con 40 segundos
[27,28].

Las propiedades dieléctricas del disolvente influyen en los tiempos de irradiacion.
Altos tiempos de exposicion con solventes como agua, etanol y metanol, que absorben
facilmente las microondas y por lo tanto pueden calentarse con facilidad, no son
recomendables ya que los componentes termolabiles pueden verse afectados [18].

e Naturaleza de la matriz.

El tamafio de particula del material procesado y el estado en el que se presenta pueden
tener un efecto importante en los porcentajes de recuperacion de los compuestos de interés. En
general las particulas de los materiales extraidos tienen tamarfios en el intervalo de 100 micras
- 2 mm [10].

El polvo fino puede mejorar la extraccion, proporcionando una mayor area superficial
y por ende un mejor contacto entre la matriz vegetal y el disolvente. Las particulas mas finas
también permiten una mejor penetracion de las microondas. Sin embargo, una de las
desventajas asociadas con el uso de particulas finas es la dificultad para separar la matriz con

el disolvente después de la extraccion.

El tratamiento previo de la muestra antes de la extraccion puede producir un
calentamiento méas efectivo y selectivo de la misma. En muchos casos el contenido de
humedad natural de la matriz mejora las recuperaciones, como sucede en la extraccion de
aceites esenciales [29,30]. En algunos casos, una estrategia que mejora la eficiencia del

proceso es remojar el material vegetal seco con el disolvente, antes de la extraccion.
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3.3 Extraccion Asistida con Ultrasonido (EAU)

La primera aplicacion comercial del ultrasonido se produjo en el afio 1917, con la
técnica de ecosonda desarrollada por Langevin para la determinacion de profundidad en agua.
Desde entonces, el tema se ha desarrollado y expandido a un gran nimero de aplicaciones
[31]. EIl ultrasonido de baja potencia y alta frecuencia (en el rango de MHz) no afecta el
caracter fisico o quimico del medio en el que se aplica. Por su parte, una frecuencia mas baja
(generalmente en el rango de 20-40 kHz) y una potencia més alta pueden producir cambios
fisicos y quimicos significativos en el medio, a través de la generacion y posterior colapso de
burbujas de cavitacion. La cavitacion acustica producida por el ultrasonido es la base de la
sonoquimica y de un nimero importante de técnicas de procesamiento, incluyendo extraccion,

impregnacion, emulsificacion, cristalizacion y filtracion, entre otras [31].

La extraccion asistida por ultrasonido consiste en utilizar ondas sonoras de alta
frecuencia (superiores a los 20 kHz), con el fin de desprender el compuesto de interés del
material vegetal. Las particulas sélidas y liquidas vibran y se aceleran ante la accion
ultrasénica, como resultado de lo cual el soluto pasa rapidamente de la fase sélida al solvente
[33]. La extraccion de lapulo en un medio acuoso constituye una de las primeras aplicaciones

de ultrasonido en el procesamiento de productos naturales [32].

Esta técnica es econdmica, sencilla y tiene requerimientos instrumentales bajos,
comparada con otros métodos innovadores como la extraccién con fluidos supercriticos y la

extraccion asistida por microondas [34].

3.3.1. Principios de la Extraccion Asistida con Ultrasonido

La sonicacion es el acto de aplicar energia sonora para agitar particulas en una
muestra. A diferencia de las ondas electromagnéticas, las ondas sonoras deben propagarse en

un medio material, induciendo la vibracién molecular. Se generan ciclos alternos de expansion
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y compresion, acompafiados por la separacion de las moléculas durante la expansion y su

acercamiento en la compresion.

La expansion puede generar burbujas en un medio liquido e inducir presiones
negativas. Una vez formadas, las burbujas crecen y finalmente colapsan. Este efecto se
denomina cavitacion. Cerca de una superficie solida, el colapso es asimétrico y produce
chorros liquidos de alta velocidad que impactan fuertemente sobre la superficie sélida. Si el
solido es una matriz vegetal y la fase liquida es un solvente, las fuerzas de cizallamiento
resultantes de la cavitacion rompen mecanicamente la estructura celular, proporcionando una
mayor penetracion del solvente en el material celular, mejorando asi la transferencia de masa

hacia y desde la interfase [35,36].

La destruccion de las paredes celulares por los efectos mecanicos del ultrasonido ha
sido verificada mediante ensayos analizados por microscopia electrénica de barrido (SEM).
En contraste con las extracciones convencionales, donde los compuestos de interés difunden a
través de las paredes celulares, en este caso los analitos son liberados por la ruptura de la
pared celular [37-41].

La aplicacion de ultrasonido favorece los dos fendmenos fisicos que tienen lugar
durante la extraccion de solutos desde una matriz vegetal: i) mojado del material vegetal por el
solvente y transferencia de masa de los solutos por difusion o procesos osmaticos a través de
las paredes celulares; ii) lavado y enjuague del contenido de las células una vez que la pared
celular se ha roto. Efectivamente, la irradiacion con ultrasonido favorece el mojado y la
hidratacion de la matriz vegetal, expandiendo los poros de la pared celular y mejorando la
difusiéon y la transferencia de masa. En algunos casos el mojado del tejido puede llegar a
ocasionar la ruptura de las paredes celulares y favorecer al segundo fenémeno, que es el
lavado y enjuague del contenido celular. Estos fendomenos pueden ser favorecidos si se muele
el material vegetal, ya que se incrementa el numero de células expuestas a la extraccion por

difusién y al fendmeno de cavitacion producido por el ultrasonido [40,32].
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3.3.2. Parametros que afectan el proceso UAE

Los factores principales a tener en cuenta durante la extraccion con ultrasonido son la
caracteristica de la planta (contenido de humedad y tamafio de particula) y el disolvente
empleado para la extraccion. Por otra parte, hay otros factores que gobiernan la accion del

ultrasonido, como son la frecuencia, presion, temperatura y tiempo de sonicacion.

e Solvente

La intensidad de las cavitaciones ultrasonicas se ve afectada por la tension superficial,

la viscosidad y la presion de vapor del medio [44].

Los liquidos con baja presion de vapor producen pocas burbujas de cavitacion. Sin
embargo liquidos con alta presion de vapor, crean mas burbujas pero éstas colapsan con

menor intensidad debido a una diferencia de presion interna / externa [44].

Por otra parte, la cavitacion se produce mas facilmente en liquidos de baja viscosidad
porque la intensidad ultrasonica aplicada puede superar mas féacilmente las fuerzas
moleculares del liquido. Ademas, un liquido de baja viscosidad tiene una baja densidad y alta
difusividad, y puede difundir fcilmente en los poros de la matriz vegetal [45-47].

Por ultimo, los liquidos que tienen baja tensidn superficial requieren menor energia y

producen burbujas mas facilmente [44].

e Temperatura

La aplicacion de ultrasonido permite trabajar a temperatura ambiente y presion
atmosférica. Por este motivo, el uso de la extraccion asistida por ultrasonido es recomendable
para compuestos termolabiles, ya que éstos pueden sufrir alteraciones si se los somete a las

condiciones tipicas de funcionamiento del Soxhlet, que corresponden a la temperatura de
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ebullicién del solvente [42]. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que el ultrasonido genera

calor, por lo que es importante controlar con precision la temperatura de extraccion [48].

e Tiempo de Extraccion

El fendmeno de cavitacion conduce a la intensificacion de la transferencia de masa y la
interaccion entre el disolvente y los tejidos de la planta. El rendimiento de la extraccion se
incrementa con la duracion del ultrasonido; esto es, con el incremento en el tiempo de

contacto entre el liquido y el material vegetal solido [49].

Sin embargo, se debe ser cuidadoso con el tiempo de exposicién a la sonicacién, ya
que ésta puede dafiar la calidad de los compuestos de interés. Este efecto esta relacionado con

la energia de ultrasonido, la estabilidad de los compuestos y el medio. [50].

e Caracteristicas del ultrasonido

En general, la frecuencia de ultrasonido tiene un efecto importante sobre el
rendimiento y la cinética de extraccion. Sin embargo, estos efectos dependen de la naturaleza

del material vegetal a extraer [10].

Por su parte, un aumento en la potencia del ultrasonido genera una mayor recuperacion
del producto. Una explicacion para este efecto es que, cuanto mayor es la amplitud de la onda
de ultrasonido que se propaga en el medio, debido al incremento de la potencia, mas
violentamente colapsan las burbujas. Sin embargo, este aumento en la eficiencia de la
extraccién no es tan notable, posiblemente debido a que sélo una pequefia fraccion de la
energia eléctrica del transductor entra en el disolvente de extraccion del bafio de ultrasonidos
[49].

La distribucion de las ondas ultrasonicas dentro de un extractor es también un
parametro clave en el disefio del equipo. La intensidad del ultrasonido disminuye
abruptamente a medida que aumenta la distancia de la superficie radiante. También la

intensidad de ultrasonido es atenuada con un aumento de particulas sélidas [42]. Para evitar
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ondas estacionarias o la formacion de regiones con solidos libres, normalmente se utiliza

agitacion [43].

3.4. Extraccion con Agua Subcritica (PHWE)

La extraccion con fluidos presurizados (PFE) implica el uso de solventes a presion, ya
sea en estado supercritico (SFE) o como liquidos presurizados (PLE). En comparacion con los
procesos que trabajan a temperatura y presion atmosférica, estas técnicas mejoran en general

el rendimiento de la extraccion y la calidad del producto obtenido [1,51].

En la extraccion supercritica (SFE) se aplican presiones y temperaturas cercanas pero
superiores a los valores del punto critico del solvente, condiciones bajo las cuales éste tiene
propiedades particularmente beneficiosas para la extraccion: alta densidad, baja viscosidad y
elevado coeficiente de difusion. Por otra parte, en condiciones cercanas al punto critico, la
densidad del solvente sufre grandes variaciones con cambios moderados de presion vy
temperatura, lo que permite efectuar extracciones selectivas y facilita a su vez la eliminacion

del solvente desde el extracto obtenido [52].

En la técnica PLE se utilizan solventes en fase liquida. En este caso la presion de
extraccion toma valores superiores a la presion de vapor del liquido a la temperatura de
trabajo, a fin de garantizar el estado liquido del solvente. De esta manera se puede trabajar a
altas temperaturas y presiones, bajo condiciones ventajosas para la transferencia de masa, con
bajas viscosidades y altos coeficientes de difusion. En general las altas temperaturas favorecen
la solubilidad de los solutos en el solvente y las presiones elevadas mejoran la penetracion del

solvente en la matriz vegetal [1].

En 1994, Hawthorne y Miller fueron los primeros en utilizar agua como solvente
liquido a altas temperaturas y presiones, para la extraccion de analitos no polares de muestras
de suelo [53]. Su trabajo mostré que el agua, sustancia altamente polar, podia ser transformada

en un solvente de extraccion adecuado para compuestos organicos no polares, bajo ciertas
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condiciones de temperatura y presion. Cuando se utiliza agua como disolvente de extraccion,
la técnica se conoce como extraccion con agua caliente a presién o extraccién con agua
subcritica (PHWE).

La extraccion con agua subcritica (PHWE), es decir, la extraccion usando agua
caliente a presion, se ha convertido en una herramienta Util para sustituir los métodos
tradicionales de extraccion. Es una técnica ambientalmente limpia, que ademas, proporciona
altos rendimientos de extraccion para extraer muestras solidas [54]. La PHWE se lleva a cabo
usando agua caliente (de 100 °C hasta 374 °C, siendo esta ultima la temperatura critica del
agua) a presiones suficientemente altas (normalmente de 15 a 85 bar) para mantener el agua
en estado liquido. La capacidad del agua para extraer compuestos organicos no polares esta
vinculada al hecho de que la constante dieléctrica y la polaridad del agua se reducen

significativamente al aumentar la temperatura [54].

3.4.1. Principios y Mecanismos de la Extraccion con agua Subcritica

El agua es un disolvente altamente polar con una alta constante dieléctrica alta (e =
80) a temperatura ambiente y presién atmosférica, debido a la presencia enlaces de hidrégeno
en su estructura. Por lo tanto, tradicionalmente el agua no es considerada un fluido de
extraccion adecuado para compuestos no polares o compuestos organicos a temperatura

ambiente.

Sin embargo, la constante dieléctrica es un parametro que se puede modificar con sélo
ajustar la temperatura de extraccion, adoptando una amplia gama de valores, como se observa
en la Figura 3 [56]. La constante dieléctrica del agua disminuye de 80 a 27, cuando el agua se
calienta hasta 250 °C. Este valor de la constante dieléctrica se encuentra entre los valores del
metanol (¢ = 33) y del etanol (¢ = 24) a 25 °C. De esta manera, el agua se comporta como
ciertos solventes organicos, con capacidad para disolver una gama de analitos de polaridad
media y baja [54-56].
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Las principales razones por las que la extraccion de un material sélido a alta
temperatura y presion presenta mejores rendimientos que aquella efectuada a bajas
temperaturas y presion atmosférica son: i) incremento de la solubilidad y la transferencia de
masa; ii) alteracion del equilibrio superficial. En primer lugar, el uso de altas temperaturas
incrementa la capacidad del agua para solubilizar analitos y al mismo tiempo aumenta la
velocidad de difusion. Por otra parte, tanto la presion como la temperatura juegan un papel
importante en la alteracion del equilibrio superficial solvente-matriz. La energia térmica
suministrada debilita las interacciones soluto-matriz (originadas en fuerzas de van del Waals,
enlaces hidrogeno, atracciones dipolares, etc) disminuyendo la energia de activacion necesaria
para la desorcion del soluto. Las altas temperaturas también disminuyen la viscosidad del
liquido, permitiendo una mejor penetracion del solvente en la matriz sélida. Esta penetracion

es también favorecida por las altas presiones [55].
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Figura 3. Variacién de la constante dieléctrica del agua con la temperatura

3.4.2. Parametros que afectan el proceso PHWE

Los principales parametros que influyen en la selectividad y la eficiencia de la
extraccion con agua subcritica son: temperatura, presion, tiempo de extraccion, caudal y uso
de modificadores o aditivos. La geometria de la celda de extraccion y la direccién de flujo

tienen poco efecto en la recuperacion de los analitos de muestras [57].
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e Temperatura

La temperatura es el principal factor que afecta la eficiencia y selectividad de la

extraccion PHWE, por su influencia en las propiedades fisico-quimicas del agua.

Como ya se discutid, las temperaturas elevadas reducen la constante dieléctrica del
agua, su viscosidad y tension superficial y aumentan la difusividad, permitiendo una mejor
penetracién a través de la matriz. Por otra parte, la energia térmica suministrada puede romper
las interacciones cohesivas soluto-soluto y adhesivas soluto-matriz, disminuyendo la energia

de activacion requerida para el proceso de desorcién [57].

Ademas, el aumento de temperatura es acompafiado por un aumento de la presion de
vapor de los solutos, y un incremento de la transferencia de masa de los mismos hacia el

solvente, acelerando el proceso de desorcion y mejorando la eficiencia de la extraccién [57].

Sin embargo, debe tenerse presente que un aumento de temperatura puede conducir a
la degradacion de compuestos termolabiles y a la intensificacion de reacciones de hidrdlisis y
oxidacion [57]. Por otra parte, a mayores temperaturas pueden co-extraerse compuestos no
deseados y alterarse negativamente la estructura de la matriz [58].

e Presiéon

La presion debe ajustarse a la temperatura de trabajo, de manera de asegurar que el
agua se encuentre en fase liquida durante el proceso. En general, la presion aplicada varia

entre 10 y 80 bar, y tiene poco efecto en la eficiencia de la extraccion.

La presion afecta el flujo de solvente a través de la matriz. VValores menores de presion
permiten en general un flujo mas homogéneo del solvente, al evitar una excesiva
compactacion de la muestra. Por otra parte, en algunos casos se requieren presiones mayores
de extraccion, para poder superar la contrapresion generada por la muestra y la

instrumentacion [58].
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Comparada con las técnicas de extraccion a presion atmosférica, la utilizacion de
presiones elevadas facilita la extraccion de muestras en las que los analitos estan atrapados en
los poros de la matriz. Una presién alta permite que el agua llegue a areas de la matriz que
normalmente no estan cubiertas cuando se aplica presion atmosférica [58,59].

e Tiempo de extraccion y caudal de solvente

El tiempo de extraccion depende de la temperatura de extraccion y de la naturaleza de
la matriz y de los analitos. Por lo general los resultados muestran que el aumento de la
temperatura disminuye el tiempo requerido para una extraccién cuantitativa. De este modo, el

tiempo de extraccion serd mas largo cuanto menor sea la temperatura de extraccion [53].

El tiempo de extraccién también depende del método de extraccién utilizado: estatico
o dinamico. En la extraccion estatica, la eficiencia de la extraccion depende en gran medida de
la solubilidad de los analitos y de su constante de particion. Los analitos de baja solubilidad
requieren mayores tiempos de extraccién. La extraccion dinamica no se ve afectada por
condiciones de equilibrio, ya que continuamente se bombea solvente fresco a través de la

muestra, obteniéndose mejores recuperaciones en menos tiempo [57].

Con respecto al caudal de solvente, en general un caudal mayor favorece la

transferencia del analito hacia el solvente [53].

e Modificadores y Aditivos

Algunos compuestos presentan bajas recuperaciones con PHWE, comparadas con
aquellas obtenidas en extracciones Soxhlet convencionales en las que se aplican otros
solventes organicos, tales como metanol, etanol y acetato de etilo. En estos casos puede
mejorarse la extraccion PHWE, agregando modificadores organicos o inorganicos al agua, con
el fin de incrementar la solubilidad de los analitos en la misma. Se ha observado que el
agregado de etanol al agua (hasta un 30%) aumenta los rendimientos de extraccion de especies

medicinales [55].
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Cuando los compuestos de interés son hidrofobos, se puede utilizar un método de
extraccion alternativo, denominado “separacién con micelas” (MMS). En esta técnica se
agrega un surfactante al agua, forméandose agregados moleculares de tamafio coloidal
(micelas), que pueden extraer el soluto objetivo, especialmente hidréfobo o no polar, desde el

material vegetal [60].
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CAPITULO IV

EXTRACCION ASISTIDA CON ULTRASONIDO Y
EXTRACCION ASISTIDA CON MICROONDAS DE
ANTRAQUINONAS DE HETEROPYLLAE PUSTULATA
(RUBIACEAE) UTILIZANDO SOLVENTES ORGANICOS

4.1 Introduccion

Como ya se mencionara, las antraquinonas constituyen un importante grupo de
metabolitos secundarios. Han demostrado ser altamente bioactivas y potencialmente Utiles
desde un punto de vista terapéutico, pudiendo actuar como agentes antimicrobianos,

antivirales, antiparasitarios y/o antitumorales [1].

Tradicionalmente estos metabolitos han sido obtenidos a partir de las especies vegetales
que los contienen, realizando extracciones sucesivas en un aparato Soxhlet, con disolventes de
polaridad creciente. En general se realiza una primera extraccion con hexano para eliminar
clorofilas y componentes grasos, y luego se aplica benceno y acetato de etilo [1]. Este método
requiere altos tiempos de residencia, consume grandes cantidades de solvente y presenta baja

selectividad.

Por este motivo se decidid estudiar la aplicacion de dos métodos de extraccion
alternativos: la Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU) y la Extraccion Asistida por
Microondas (EAM), en la busqueda de una técnica mas rapida, que utilice menor cantidad de

disolvente y presente un menor consumo energético.
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Para ambas técnicas se evaluo el efecto de diferentes condiciones operativas (tiempo y
temperatura de extraccion, tipo de solvente, potencia) sobre la calidad y cantidad de

antraquinonas extraidas de las hojas y tallos de Heterophyllaea pustulata.

4.2. Materiales

4.2.1 Material Vegetal

Las partes aéreas (hojas y tallos) de Heterophyllaea pustulata fueron colectadas en La
Almona, provincia de Jujuy, Argentina, en Enero de 2011. El material fue identificado por la
Profesora Dra. Gloria Bardoza del Instituto Multidisciplinario de Biologia Vegetal, IMBIV-
CONICET, y una muestra del mismo esté depositada en el Museo Botanico de Cérdoba como
CORD 305.

El material vegetal fue secado al aire, separando hojas y tallos. Previo a cada ensayo de

extraccion, el material fue triturado mecénicamente en un molino de cuchillas (Retsch K.G.
5657 HAAN) y tamizado con malla N° 5 (abertura de tamiz de 4 mm).

4.2.2 Solventes

Los solventes utilizados en la extraccion fueron: n-hexano (Biopacks, 98.9%), benceno
(Taurus, 96.7%) y acetato de etilo (Sintorgan, 99.5%).

4.3. Procedimiento seguido en los ensayos de extraccion

4.3.1. Extraccion Convencional con Soxhlet

Se trabajo con 5 gramos de tallos y 3 gramos de hojas, previamente triturados. Cada uno
de estos materiales fue extraido sucesivamente con hexano, benceno y acetato de etilo en un
aparato Soxhlet, siguiendo la secuencia indicada en la Figura 1 para las hojas de H. pustulata.

Esta misma secuencia fue aplicada en el procesamiento de tallos de H. pustulata.
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En cada extraccion se utilizd 180 mL de solvente durante 8 horas, a fin de asegurar el
agotamiento del material vegetal. La cantidad de disolvente y muestra utilizados en las
extracciones fue determinada teniendo en cuenta las dimensiones del aparato Soxhlet
disponible [2].

Los extractos obtenidos se filtraron y se secaron en un rotoevaporador al vacio,

operando a 60°C y 199 mbar.

La concentracion de cada una de las AQs en los extractos se determinG por

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

1 g de hojas secas
y molidas

xtraccién con 20
mL de hexano
(8 hrs)

5 Extracto de hexano

Extraccion con 20
mL de benceno
(8 hrs)

— » Extracto de benceno

Extraccion con 20
mL de acetato de
etilo (8 hrs)

5  Extracto de acetato de etilo

Figura 1. Diagrama de flujo de la extraccién Soxhlet de hojas de H. pustulata
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4.3.2. Extraccién Asistida con Ultrasonido (EAU)

Los experimentos de irradiacion con ultrasonidos se llevaron a cabo en un bafio de
limpieza ultrasonica (modelo-TBO2TACF, TESTLAB SRL) que funciona a 80 W de potencia
y con una frecuencia de 40 kHz. Las dimensiones del tanque son 150 x 140 x 100 mm (ver

Figura 2).

Figura 2. Equipo utilizado en las extracciones con ultrasonido

Se emplearon los mismos solventes utilizados en la extraccién convencional, aplicando
en cada caso 20 mL de solvente por gramo de material vegetal. Los tallos y las hojas de H.

pustulata se trituraron mecanicamente y se procesaron por separado.

Se prepararon 6 muestras (3 de hojas y 3 de tallos de H. pustulata), colocando 1 g de
material vegetal triturado en recipientes plasticos color caramelo, con tapa rosca, de 25 mL de
capacidad. Ademas se prepararon otras 2 muestras (1 de tallos y 1 de hojas) colocando 4 g de

material vegetal en recipientes de 100 mL.

En primer lugar cada una de estas muestras fue sometida a una extraccion EAU de 1
hora con hexano a 50°C (temperatura maxima de operacion del bafio de ultrasonidos), a fin de
eliminar las clorofilas y los componentes grasos. Para garantizar la uniformidad del
procedimiento operativo, las 4 muestras de tallos, asi como las 4 muestras de hojas, fueron
procesadas simultaneamente, ubicandolas juntas en el bafio de ultrasonidos. Después de 1 hora

de extraccion se quitaron los recipientes muestreadores del bafio de ultrasonidos, y se procedio
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a filtrar el material vegetal contenido en cada uno, recolectando las soluciones solvente para

su posterior analisis.

Luego de ser secado con aire a temperatura ambiente durante siete dias, el material
vegetal remanente de cada muestra se colocd nuevamente en los respectivos recipientes
muestreadores para su extraccion EAU con benceno a 50°C, de manera de completar tiempos
de extraccion de 15, 30, 45 6 60 minutos. Para ello se ubicaron en el bafio de ultrasonidos los
4 recipientes conteniendo las muestras de hojas de H. pustulata (las tres muestras de 1 g y la
muestra de 4g) y benceno (20 mL en las tres primeras y 80 mL en la ultima). Uno de los
recientes que contenian 1 g de material vegetal se saco del bafio al cumplirse 15 minutos de
extraccion; una segunda muestra de 1 g se quit6 a los 30 minutos y la tercera a los 45 minutos.
Finalmente, la muestra de 4 g se sacO del bafio de ultrasonidos al cumplirse 1 hora de
extraccion. Este mismo procedimiento se repitio con las 4 muestras que contenian tallos de H.
pustulata. Nuevamente se procedid a filtrar el material vegetal contenido en cada recipiente

muestreador y a recolectar el extracto bencénico obtenido en cada caso.

Finalmente se procedi6 a llevar a cabo las extracciones UAE con acetato de etilo a 50°C,
partiendo del material vegetal que habia sido sometido a un periodo de extraccion de 1 hora
con benceno. Para ello se dividié en cuatro porciones aproximadamente iguales, los 4 g de
material vegetal retirado de cada uno de los dos recipientes de 100 mL (hojas y tallos).
Después de secar el material con aire a temperatura ambiente durante siete dias, cada una de
estas muestras fue colocada en recipientes muestreadores de 25 mL, y cubiertas con 20 mL de
acetato de etilo. Siguiendo el procedimiento descripto para el benceno, se colocaron en el
bafio de ultrasonidos los 4 recipientes conteniendo las hojas o los tallos de H. pustulata y se
retiraron a los 15, 30, 45 o 60 minutos, con el fin de evaluar el efecto del tiempo de extraccion
sobre el rendimiento de AQs. De cada recipiente se extrajo el correspondiente extracto para su

analisis por HPLC.

La Figura 3 muestra un esquema del proceso de extraccidn de hojas de H. pustulata por
ultrasonidos. Este mismo esquema fue también aplicado en la extraccion de tallos de H.

Pustulata. Cada uno de estos procesos de extraccion se repitid por triplicado.
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Los extractos obtenidos se secaron en un rotoevaporador al vacio, operando a 60°C y
199 mbar. La concentracion de cada una de las AQs en los extractos se determind por

cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
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1 g de hojas secas 4 g de hojas secas
y molidas y molidas

1 g de hojas secas
y molidas

1 g de hojas secas
y molidas

Extraccion con 80
mL de hexano
(1 hr)

Extraccién con 20
mL de hexano
(1 hr)

Extraccion con 20
mL de hexano
(1 hr)

Extraccion con 20
mL de hexano
(1 hr)

4 Extractos de hexano

v

Extraccion con 80
mL de benceno
(60 min)

) |} |} |}

Extraccion de 1 g
de hojas con 20

mL de acetato de
etilo (30 min)

Extraccion con 20
mL de benceno
(45 min)

Extraccion con 20
mL de benceno
(30 min)

Extraccion con 20
mL de benceno
(15 min)

v

4 Extractos de benceno

Extraccionde 1 g
de hojas con 20

mL de acetato de
etilo (45 min)

Extraccion de 1 g
de hojas con 20

mL de acetato de
etilo (15 min)

Extraccionde 1 g
de hojas con 20

mL de acetato de
etilo (60 min)

— 4 Extractos de acetato de etilo

Figura 3. Diagrama de flujo de la extraccién EAU de hojas de H. pustulata
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4.3.3. Extraccion Asistida con Microondas (EAM)

En la Figura 4 se muestra el horno de microondas (BGH Litton 16650) de 900W
de potencia méaxima, en el que se realizaron los experimentos de extraccion EAM. En el
interior del horno se observa una celda de vidrio que esta ubicada dentro de una cdmara

de proteccion, como medida de seguridad por posibles proyecciones de material.

Las extracciones se llevaron a cabo en la celda de vidrio (Schott) de 50 mL que se
muestra en la Figura 5, a la que se le adaptd un cierre hermético de teflén con juntas de
silicona y viton. Fue necesario asegurar que el cierre y las juntas fuesen seguros, ya que
las extracciones se llevarian a cabo a temperaturas y presiones superiores a la ambiente.
La tapa fue especialmente torneada para hacer posible la instalacién del sensor de

temperatura del horno microondas en el interior de la celda de extraccion.

Figura 4. Horno de microondas y celda de extraccion

Barrera Vazquez, Maria Fernanda. 2015



Tesis Doctoral 65

Figura 5. Celda utilizada en las extracciones EAM

Es ampliamente aceptado que los solventes no polares, como el hexano y el
benceno, son transparentes a las microondas, por lo que no producen calor [4,5]. Por lo
tanto, las extracciones EAM solo se estudiaron aplicando acetato de etilo como
solvente. A fin de poder comparar los resultados de estas extracciones con aquellas en
las que se utilizd ultrasonidos con el mismo solvente, las muestras de material vegetal
fueron previamente tratadas con hexano y benceno a 50°C durante 1 hora en el bafio de
ultrasonidos, antes de ser sometidas a la extraccion EAM con acetato de etilo.

Se trabaj6 con muestras de 0.3 g de material vegetal (hojas y tallos
separadamente), las que fueron previamente sometidas a extracciones EAU con hexano
y con benceno a 50°C durante 1 hora, siguiendo el procedimiento descripto en el inciso
anterior. EI material vegetal remanente fue luego extraido en el horno microondas con 6
mL de acetato de etilo, de manera de conservar la misma relacion solvente / muestra

(20:1) aplicada en las extracciones EAU.

La Figura 6 representa el diagrama de flujo del proceso de extraccion EAM de
hojas de H. pustulata llevado a cabo a 450 W de potencia y distintos tiempos de
extraccion. EI mismo procedimiento fue aplicado a 630 W y 900 W, tanto en hojas
como en tallos.
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Con el fin de evaluar el efecto de las condiciones operativas sobre el rendimiento
y calidad de los extractos obtenidos, se efectuaron una serie de ensayos para distintas
potencias de irradiacion (450 W, 630 W y 900 W) y tiempos de extraccion (15, 30 y 60
min). Los extractos obtenidos en cada caso se filtraron y se secaron en un

rotoevaporador al vacio a 60°C y 199 mbar. La concentracion de cada AQs en los

0.3 g de hojas
secas y molidas

Extraccion EAU

con 6 mL de — 3 Extractos de hexano
hexano (1 hr)

extractos se determin6 por HPLC.

0.3 g de hojas 0.3 g de hojas
secas y molidas secas y molidas

Extraccion EAU Extraccion EAU
con 6 mL de

con 6 mL de
hexano (1 hr) hexano (1 hr)

Extraccion EAU
con 6 mL de
benceno (1 hr)

Extraccion EAU
con 6 mL de
benceno (1 hr)

Extraccion EAU

con 6 mL de — 3 Extractos de benceno
benceno (1 hr)

Extraccion EAM Extraccion EAM Extraccion EAM

con 6 mL de con 6 mL de con 6 mL de — 3 Extractos de acetato de etilo
acetato de etilo acetato de etilo acetato de etilo
450 W, 15 min 450 W, 30 min 450 W, 60 min

Figura 6. Diagrama de flujo de las extracciones de hojas de H. pustulata mediante EAU
+ EAM a 450W de potencia

4.4. Analisis por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC)

Los extractos obtenidos en cada uno de los ensayos de extraccion se secaron por
rotoevaporacion al vacio a 60°C y 199 mbar. Se pesd luego en balanza analitica
(precision 0.1 mg) una alicuota del extracto seco y se disolvié en 1 mL de metanol

(grado HPLC). Previo a su analisis por HPLC, las muestras fueron filtradas a través de
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un filtro de membrana de acetato de celulosa 0,2 mm (Micro Filtration System), para
eliminar las impurezas no disueltas en la solucion, que pudieran ocasionar obstrucciones

en el relleno de la columna.

El anélisis cuali y cuantitativo de AQs por HPLC se realizd en un cromatografo
Varian Pro Star Pro (modelo 210, serie 04171), equipado con un detector UV-Vis y una
columna Microsorb MV-100-5 C18 (250 x 4,6 mm id, Varian). La fase mavil fue una
solucion de MeOH-H-0 a una relacion de 8:2 y un caudal constante de 1 mL/min. El

volumen de inyeccion de las muestras fue de 20 pL.

La deteccion se realizd a una longitud de onda de 269 nm. Rubiadina (1,3-
dihidroxi-2-metil  antraquinona), soranjidiol  (1,6-dihidroxi-2-metilantraquinona),
rubiadina 1-metil eter (3-hidroxi-1,2-metil-antraquinona) y 2-hidroxi-3-metil
antraquinona fueron identificadas por comparacion de sus tiempos de retencién con los
correspondientes estandares, previamente obtenidos en nuestro laboratorio bajo las
mismas condiciones cromatograficas [6]. La Figura 7 muestra un cromatograma tipico
de las AQs estandares. Los picos identificados corresponden a 1-metil éter rubiadina (tr
= 5,5 min), 2-hidroxi-3-metil antraquinona (tr = 6,6 min), rubiadina y soranjidiol (tr =
9,6 min). Estos dos Gltimos compuestos son isomeros de posicion y no fue posible
separarlos. Por este motivo, en los resultados se reporta la composicién conjunta de

ambos compuestos.
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Figura 7. Cromatograma de las AQs estandares o patrones

Para cuantificar el contenido de cada una de estas AQs en los extractos
analizados, se aplico el método de calibracion externa, tomando como patron de
referencia la rubiadina. Se obtuvo la curva de calibracion de la rubiadina (ver Figura 8),

la que ajustd con coeficientes r’= 0.99997 y p < 0.0001 a la siguiente ecuacion lineal

[7]:
Y =2.5572 x 108X (1)

en la que Y representa el area cromatografica y X la molaridad de la solucion de

rubiadina.
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Figura 8. Curva de calibracion de la rubiadina (A 269 nm).

Para cada una de las AQs analizadas se determiné la concentracion equivalente en

rubiadina, utilizando la curva de calibracion de esta Gltima.

Dividiendo el area (Y) del pico de cada AQ por la pendiente de la ecuacion (1), se
obtuvo su molaridad (X) en la solucion analizada:

'5‘/"
~ 25572 x 10%

)

y su concentracion (W) en g/mL como:

©)

donde PM representa el peso molecular de la AQ analizada.
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Esta concentracion de AQ corresponde a una solucion preparada disolviendo una
alicuota de extracto (de masa M) en 1 mL de metanol. Por lo tanto, la concentracion de
AQ en el extracto, expresada como su equivalente en rubiadina, resulta:

gde AQ W
g de extracto M

(4)

Multiplicando esta concentracion por el rendimiento (R) de la extraccion,

obtenemos la cantidad de AQ extraida por g de vegetal procesado:

gde AQ W gde AQ B g de extracto
g de vegetal| M |g de extracto % g de vegetal

()

4.5. Resultados

4.5.1. Extraccion Convencional con Soxhlet

La Tabla 1 resume los resultados obtenidos en la extraccién Soxhlet de hojas y
tallos de H. pustulata, con los dos solventes estudiados (benceno y acetato de etilo). En
total se efectuaron 3 extracciones de hojas y el mismo nimero de extracciones de tallos.
Se analizaron por HPLC 3 muestras de cada uno de los extractos obtenidos. Para cada
solvente y tipo de material vegetal procesado, la tabla reporta la concentracion total de
AQs en los extractos (obtenida sumando las cuatro AQs analizadas), el rendimiento de
las extracciones efectuadas, y la cantidad de AQs extraida por unidad de masa del

material vegetal procesado. Se indican los valores promedio + los desvios estandar.

Teniendo en cuenta que las extracciones fueron realizadas en forma secuencial, la
Tabla 1 reporta también el rendimiento total de AQs de todo el proceso, obtenido como
suma de los rendimientos obtenidos utilizando benceno y acetato de etilo como

solventes.
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Tabla 1. Resultado de las extracciones Soxhlet de tallos y hojas de H. Pustulata

Solvente Concentracion AQs Rendimiento extraccion Rendimiento de AQs
[mg AQs/g extracto] [mg extracto/g vegetal] [mg AQs/g vegetal]

TALLOS

Benceno 233,003 £0.789 14,098 +0.012 3,285 + 0.012

Acetato de Etilo 19,339 +0.567 8,921 +0.089 0,173 £ 0.013

HOJAS

Benceno 55,134 +0.261 18,082 + 0.099 0,996 + 0.025

Acetato de Etilo 10,231 £0.273 29,737 £0.074 0,304 + 0.017

Analizando estos resultados se puede concluir que el benceno no logra extraer la
totalidad de las AQs contenidas en el material vegetal, ya que se obtuvo una cantidad
apreciable de AQs en las extracciones posteriores con acetato de etilo. No obstante, se
observa que la concentracion de AQs en los extractos bencénicos es apreciablemente
mas elevada que la de los extractos de acetato de etilo, por lo que el benceno muestra

ser un solvente mas selectivo que el acetato de etilo.

Por otra parte, si bien el rendimiento de extraccion fue mayor en hojas que en
tallos, la mayor concentracion de AQs en estos ultimos extractos dio como resultado
una cantidad total de AQs superior a la obtenida a partir de hojas. Esto podria indicar
una mayor concentracion de AQs en tallos o una disposicion mas favorable de las AQs
en la estructura celular, que facilitaria la transferencia de masa de estos solutos hacia el

solvente de extraccion.

La Tabla 2 muestra el rendimiento de cada una de las AQs analizadas en los
extractos obtenidos con benceno y con acetato de etilo, a partir de tallos y hojas de H.

pustulata.
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Tabla 2. Cantidades extraidas de cada una de las antraquinonas analizadas

Cantidad extraida de cada AQ [mg AQ/g vegetal]

Solvente 2-hidroxi,_3-meti| Rubiadina + Soranjidiol 1-metil éter rubiadina
antraquinona

TALLOS

Benceno 1,327 £ 0,098 1,822+ 0,114 0,135 + 0,008

Acetato de Etilo 0,005 + 0,008 0,009 + 0,014 0.002 + 0,003

HOJAS

Benceno 0,204 + 0,019 0,776 + 0,057 0,016 + 0,001

Acetato de Etilo 0,044 £ 0,005 0,246 £ 0,031 0,013 + 0,001

Se observa una mayor concentracion de rubiadina y soranjidiol por gramo de
vegetal, tanto en los extractos obtenidos a partir de tallos como de hojas. Sin embargo,
esta diferencia es mas significativa en hojas. También podemos apreciar que la

concentracion de 1-metil éter antraquinonas en los extractos de hojas es muy baja.

4.5.2. Extraccion Asistida con Ultrasonido (EAU)

Como se indico en el inciso 4.3.2, se ensayaron distintos tiempos de extraccion
EAU, a fin de determinar el efecto de esta variable sobre los productos.

En las Figuras 9.a y 9.b se grafican los porcentajes de extracto obtenidos con cada
uno de los solventes, en funcién del tiempo de extraccién. En todos los casos se indican
los valores promedio (graficados como circulos o cuadrados) y los correspondientes
desvios estandar (identificados a través de segmentos dibujados sobre los valores

promedio).
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Figura 9a. Extractos obtenidos con benceno en funcién del tiempo
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Figura 9b. Extractos obtenidos con acetato de etilo en funcion del tiempo

Como era de esperar, para ambos materiales de partida (tallos y hojas), la cantidad
de extracto obtenida con ambos solventes (benceno y acetato de etilo) aumenta con el
tiempo. En los graficos se observan dos etapas que presentan un incremento
pronunciado en el rendimiento: i) la etapa inicial, hasta los 15 minutos; ii) entre los 45 y
los 60 minutos. Esto se puede adjudicar a un mecanismo de extraccion en dos etapas. La

primera etapa corresponde a un periodo de lavado, en el cual se produce una rapida
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transferencia del soluto desde la superficie del solido y desde las células exteriores
rotas, al disolvente. La segunda etapa se caracteriza por un proceso de difusion mas
lenta, en la que el soluto se transfiere desde el interior del solido al disolvente [9].

Para ambos solventes, la cantidad total de extracto obtenido a partir de hojas fue
mayor que la de tallos. Este mismo comportamiento se observo en la extraccion con
Soxhlet. Esto podria atribuirse a que los extractos de hojas tienen una cantidad

remanente de clorofila que no pudo ser eliminada totalmente con el hexano.

Los rendimientos de extraccion EAU durante 1 hora tanto para tallos como hojas,
resultaron superiores a los obtenidos en los ensayos Soxhlet durante 8 horas, lo que

refleja el efecto positivo de la cavitacion sobre el proceso de extraccion [10,11].

La identificacion de las AQs en cada extracto se realizé por HPLC. La Figura 10

muestra un cromatograma tipico obtenido en los experimentos EAU.

350 | 1-metil éter rubiadina
300 | q
250 |-
200
2 2-hidroxi-3-metil
150 i
e antraquinona
100 j Rubiadina
Soranijidiol

50

_50 1 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (min)

Figura 10. Cromatograma HPLC de los extractos de tallos obtenidos con EAU usando

benceno durante 30 min.

La Tabla 3, por su parte, muestra la concentracion de AQs en los extractos

obtenidos, expresados como concentracion equivalente en rubiadina. Para cada solvente
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y tipo de material vegetal procesado, los datos se presentan como el valor medio + el

desvio estandar.

En todos los casos el porcentaje total de AQs alcanz6 un maximo a los 45 minutos
de extraccion. Si bien entre los 45 y 60 minutos se produce un incremento notable en el
rendimiento de extraccién (ver Figuras 9.a y 9.b), la selectividad del proceso decae por
la coextraccion de otros solutos, tales como flavoniodes, esteroides e irinoides [1].

Nuevamente la concentracion de AQs en tallos resulto superior a la de hojas. A
diferencia de lo observado en los ensayos Soxhlet (mayor selectividad con el benceno),
las extracciones EAU mostraron una mayor selectividad del acetato de etilo respecto del

benceno.
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Tabla 3 Concentracion de AQs (mg/g) en los extractos obtenidos mediante EAU de

tallos y hojas de H. Pustulata

Tiempo 2-hidroxi-3-metil rubiadina y 1-metil Total (mg AQs/g
(min) antraquinona soranjidiol eter rubiadina de extracto)
TALLOS
Benceno
15 31,468 + 0,312 23,316 + 0,180 34,396 + 0,310 89,181 + 0,187
30 29,301 + 0,263 25,672 + 0,183 28,390 + 0,350 83,364 + 0,206
45 89,299 + 1,425 44,407 £ 0,119 75,628 + 0,661 209,33 + 0,307
60 77,435 + 0,684 71,715+ 0,141 46,059 £ 0,190 195,210 £ 0,136
Acetato de Etilo
15 132.131+£0.184 76.918 + 0.193 66,967 + 0.565 276,018 £ 0.314
30 135.662 + 0.352 92.034 £ 0.261 65,235 + 0.253 292,932 £ 0.216
45 198.148 £ 0.024 56.336 + 0.036 58,949 + 0.038 313,434 +0.326
60 90.457 £ 0.007 109.759 £ 0.013 33,229 £ 0.012 233,445 = 0.107
HOJAS
Benceno
15 3.246 £ 0.012 16.060 + 0.016 0.804 +0.070 20.111 £ 0.012
30 4.434 + 0.083 14.623 + 0.005 0.601 + 0.143 19.659 + 0.009
45 5.710 £ 0.013 16.719 + 0.010 0.856 + 0.018 23.287 £ 0.014
60 3,743 £ 0.010 13.358 + 0.004 0.428 + 0.012 19.714 + 0.009
Acetato de Etilo
15 8.551+ 0.018 32.177 £0.081 1.721+ 0.025 42.451 £ 0.017
30 6.105 + 0.020 35.550 £ 0.090 1.025 £ 0.035 42.681 £ 0.021
45 8.589 + 0.023 36.594 £ 0.012 0.928 + 0.053 46.112 £ 0.030
60 6.863 + 0.076 35.371 £ 0.002 1.113+£0.003 43.366 £ 0.041

4.5.2.1. Seleccion del tiempo éptimo de extraccion EAU

Para definir el tiempo Optimo de extraccion es necesario comparar el rendimiento

y la selectividad alcanzada en los distintos ensayos.

Calculamos el rendimiento de la extraccién como la relacién entre la cantidad del

compuesto deseado (AQs) y la cantidad inicial de material procesado (hojas o tallos)

[12].
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mg AQs mg AQs g extracto
= x,

Rendimiento = ——— — = - - ——— —
g material vegetal  gextracto g material vegetal

(7)

Por su parte representamos la selectividad a través de la concentracion de AQs en

el extracto.

mg AQs

Selectividad = —
g extracto

(8)

Para cada uno de los solventes estudiados y para ambas matrices vegetales (tallos
y hojas), la Figura 11 muestra el rendimiento y la selectividad alcanzados a distintos

tiempos de extraccion.
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Figura 11a. Selectividad (simbolos llenos) y rendimiento (simbolos vacios) de la

extraccion UAE de AQs con benceno.
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Figura 11b. Selectividad (simbolos llenos) y rendimiento (simbolos vacios) de la

extraccion UAE de AQs con acetato de etilo.

En ambas figuras se observa que el rendimiento mas alto se alcanza con 1 hora de
extraccion, aunque, como Yya se indicara, la selectividad maxima se logra a los 45
minutos. Por otra parte, mientras que para ambos solventes el rendimiento en tallos
muestra una tendencia creciente en el tiempo, para las hojas se observa un valor
practicamente constante, indicando el agotamiento de extraccion las AQs con ese

solvente.

En conclusidn, se considera que el tiempo de extraccion éptimo seria de 1 hora, ya
que se alcanza un equilibrio entre el rendimiento y la selectividad. Si bien mayores
tiempos de extraccion darian mayores rendimientos (especialmente en tallos), se
produciria una marcada disminucion en la selectividad, lo que implicaria mayores

requerimientos en las etapas posteriores de purificacion del producto.

4.5.3. Extraccion Asistida con Microondas (EAM)

Como se menciond en la seccion 4.3.3, la extraccion EAM de AQs se realizo a
potencia constante de 450 W, 630 W y 900 W (50, 70 y 100%), utilizando acetato de

etilo como solvente y tiempos de extraccion variando entre 15 minutos y una hora. Bajo
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estas condiciones, la temperatura del solvente aumentd con el tiempo como se muestra

en la Figura 12.
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Figura 12. Aumento de la temperatura del acetato de etilo con el tiempo, para diferentes

potencias de microondas.

Para cada tipo de matriz vegetal procesada (hojas 6 tallos) y para cada una de las

potencias estudiadas, la Tabla 4 y la Figura 13 muestran los resultados obtenidos.

Los rendimientos maximos de AQs se alcanzaron a los 15 min para la potencia
mas alta (100%), a los 30 min para el 70% de potencia y a los 60 min para la energia
mas baja (50%). Este es un resultado esperado, ya que la potencia mas alta producira
una ruptura mas rapida de las paredes celulares, proporcionando un acceso mas facil del
disolvente a la AQs contenidas en el material vegetal [4,13]. La Figura 12 permite
observar que, para las tres potencias estudiadas, la temperatura del solvente a las

condiciones de maximo rendimiento fue de alrededor de 69,5 + 0,3 °C.
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Tabla 4 Concentracion (QAQs / g extracto) y rendimiento (g AQs / g matriz vegetal) de

las extracciones EAM con acetato de etilo, para distintas potencias y tiempos de

extraccion
Potencia Tiempo .
(%) (min) Tallos Hojas
Concentracion  Rendimiento  Concentraciéon  Rendimiento
(mg AQs/g (mg AQs/g (mg AQs/g (mg AQs/g
extracto) vegetal) extracto) vegetal)
50 15 96,521 + 0,212 1,003 £ 0,021 9,020 + 0,242 0,501 + 0,013
50 30 156,510 + 0,250 3,502 + 0,015 24,120 + 0,116 2,056 + 0,010
50 60 470,000 + 0,282 13,512 + 0,018 50,090 £ 0,110 5,081 + 0,011
70 15 396,123 + 0,237 10,002 + 0,026 34,450 0,164 2,305 + 0,012
70 30 477,045 + 0,286 13,501 + 0,008 53,034 £ 0,127 5,080 + 0,012
70 60 472.034 £ 0,283 13,518 + 0,008 51,567 + 0,143 4,505 + 0,013
100 15 482,180 £ 0,289 13,503 + 0,008 54,500 + 0,131 5,501 £ 0,013
100 30 475,500 £ 0,190 13,501 £ 0,015 52,010 + 0,156 5,530 £ 0,015
100 60 479,000 £ 0,191 13,524 £ 0,025 52,523 + 0,136 5,400 £ 0,012
18
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Figura 13. Rendimiento de AQs en las extracciones EAM con acetato de etilo a

distintas potencias, en funcion del tiempo.

Barrera Vazquez, Maria Fernanda. 2015



Tesis Doctoral 81

En lo que respecta a selectividad, la concentracion de AQs en el extracto siguio el
mismo comportamiento que el rendimiento, alcanzando un valor méximo a los 15 min,

30 min y 60 min para el 100%, 70% y 50% de potencia, respectivamente (ver Tabla 4).

De los resultados obtenidos se concluye que las condiciones Optimas para el
procesamiento EAM de H. pustulata es trabajar con 100% de potencia durante 15

minutos.

4.6. Conclusiones

Los procesos EAU y EAM mostraron ser una mejor alternativa para la extraccion
de AQs que la metodologia convencional con Soxhlet. La combinacion de las
extracciones asistidas por ultrasonido y microondas resultd la mejor opcion, ya que
presentd el mas alto rendimiento y promovié una mayor extraccién de rubiadina,
soranjidiol, 1-metil éter rubiadina y 2-hidroxi-3-metil antraquinona, con una mayor
proporcion de las dos primeras. Las condiciones dptimas para obtener el rendimiento
maximo de AQs con esta técnica fueron: EAU usando benceno a 50 © C durante 60 min,
seguida por EAM usando acetato de etilo a una potencia constante de 900 W, durante 15

min.

Estos resultados demuestran que la combinacion EAU + EAM constituye una

técnica potencialmente Util para obtener extractos ricos en AQs a partir de H. pustulata.
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CAPITULO V

EXTRACCIONES EAU Y EAM UTILIZANDO MEZCLAS
DE AGUA-ETANOL COMO SOLVENTE

5.1 Introduccion

Los resultados reportados en el capitulo anterior muestran que la extraccion
asistida por ultrasonido (EAU) y la extraccion asistida con microondas (EAM) son
métodos alternativos, de implementacion simple, mas eficientes para el aislamiento de
antraquinonas (AQs) de Heterophyllaea pustulata que la técnica convencional de
extraccion Soxhlet.

Partiendo de estos resultados preliminares positivos, se decidié estudiar la
aplicacion de las técnicas EAU y EAM, utilizando como solvente una solucion de
etanol-agua, con el fin de reemplazar los disolventes nocivos utilizados en las
extracciones tradicionales. El etanol es un solvente no tdxico y econémico, ampliamente
utilizado en la extraccién de principios activos de las plantas [1]. Al ser un disolvente
organico polar, el etanol resulta, en principio, adecuado para la extraccion de moléculas

ligeramente polares como las AQs.

Con el fin de investigar la influencia de los distintos factores que afectan a la
extraccion (composicion del solvente, relacion solvente / muestra, temperatura y tiempo
de extraccion), se aplico el metodo de Taguchi de disefio de experimentos. Este método
ha sido ampliamente utilizado en aplicaciones de ingenieria, ya que es una potente
herramienta para disefiar e investigar la influencia de diferentes variables, con el fin de

minimizar el nimero de pruebas y en consecuencia el tiempo y costo experimentales

[2].
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En la literatura se encuentran reportados estudios de optimizacion de procesos
EAU y EAM aplicados a la extraccion de productos naturales, en los que se han
aplicado diferentes modelos matematicos [3-5], incluyendo el disefio de Taguchi [6, 7].
Sin embargo, no se encontrd informacion sobre la optimizacién de estos procesos

aplicados a la extraccion de AQs.

Para determinar las condiciones Optimas de extraccion en ambas técnicas, se
utilizé un disefio ortogonal L9 de Taguchi evaluando cuatro factores: composicion del
solvente etanol-agua, relacion solvente / muestra, temperatura y tiempo de extraccion.
Este estudio se complementd con un analisis de varianza ANOVA, para determinar el
factor estadisticamente significativo.

5.2. Materiales

El material vegetal utilizado en los ensayos experimentales ya fue descripto en la
seccion 4.2.1 del Capitulo 1V. Teniendo en cuenta los resultados reportados en dicho
capitulo, se decidio trabajar solo con los tallos de la planta, ya que fueron los que

produjeron mayor cantidad de AQs.

El solvente utilizado en las extracciones fue una mezcla de etanol (Porta, 96 %

v/v) y agua destilada.

5.3. Procedimientos de extraccion

5.3.1. Extraccion Asistida con Ultrasonido (EAU)

Como se describiera en el Capitulo IV, los experimentos de irradiacion con
ultrasonidos se llevaron a cabo en un bafio TESTLAB SRL (modelo-TBO2TACF) que
funciona a 80 W de potencia y frecuencia de 40 kHz.

La extraccion del material vegetal se realiz0 a tres niveles distintos de temperatura

(35, 45 y 55°C), variando la composicion de etanol en el solvente entre 60% y 96% en
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volumen, la relacion solvente/muestra entre 10:1 y 30:1 y los tiempos de extraccion
entre 15 y 45 minutos (ver Tabla 1.a). Se ensayaron 9 condiciones operativas distintas,
determinadas con el método de Taguchi, segun la combinacion de variables que se

indica en la Tabla 2.a

Para efectuar los ensayos se prepararon 9 muestras, colocando 0,25 g de tallos
triturados en recipientes plasticos color caramelo, con tapa rosca, de 25 mL de
capacidad. A cada uno de estos recipientes se agregaron luego los volumenes y
concentraciones de las mezclas etanol-agua seleccionados para su estudio. Para
garantizar la uniformidad del procedimiento operativo, las muestras que iban a ser
sometidas a una misma temperatura de extraccion fueron procesadas simultdneamente,
ubicandolas juntas en el bafio de ultrasonidos. Una vez completado el tiempo de
extraccion fijado para cada muestra, se retird el recipiente muestreador del bafio y se
procedid a filtrar el material vegetal, recolectando la solucién solvente para su posterior

anélisis.

Se efectuaron 3 réplicas para cada condicidn operativa. Los extractos obtenidos en

cada uno de los ensayos se secaron en un rotaevaporador al vacio (60°C y 199 mbar).

La concentracion de soranjidiol, rubiadina, 1-metil eter rubiadina y 2-hidroxi-3-
metil antraquinona en los extractos, se determind por cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC), siguiendo el procedimiento descripto en la seccién 4.4

5.3.2. Extraccion Asistida con Microondas (EAM)

Los experimentos de extraccion EAM se realizaron en un horno de microondas
BGH Litton 16650 (900W de potencia maxima), equipado con una celda de vidrio
(Schott, 50 ml de capacidad) con cierre hermético de teflon y un sensor de temperatura.
(ver Figuras 4 y 5 del Capitulo V).

La extraccion del material vegetal se evalu6 a diferentes condiciones operativas,
segun se indica en la Tabla 1.b: composicion del solvente (60, 80 y 96% v/v de etanol),

temperatura (60°, 70° y 80°C), tiempo de extraccion (15, 30 y 45 min), relacién
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solvente/muestra (10:1, 20:1 y 30:1). Se ensayaron 9 combinaciones distintas de estas

variables, segun se indica en la Tabla 2.b

Se parti6 de muestras de 0,5 g de tallos secados al aire y mecanicamente
triturados, colocados en recipientes plasticos color caramelo, con tapa rosca, de 25 mL
de capacidad. Al igual que en los ensayos EAU, a cada uno de estos recipientes se les
agregaron los volumenes y concentraciones de mezclas etanol-agua seleccionadas para
su estudio. Para garantizar la uniformidad del procedimiento operativo, las muestras que
iban a ser sometidas a una misma temperatura de extraccion fueron procesadas
simultaneamente, ubicandolas juntas en el horno de microondas. Una vez completado el
tiempo de extraccion fijado para cada muestra, se retird el recipiente muestreador del
horno y se procedid a filtrar el material vegetal, recolectando la solucion solvente para

su posterior analisis.

Cada uno de estos experimentos de extraccion se repitio por triplicado. Los
extractos obtenidos en cada ensayo se filtraron y se secaron en un rotaevaporador al
vacio (60°C y 199 mbar). La concentracion de AQs en cada uno de estos extractos se

determiné por anélisis HPLC, siguiendo el procedimiento detallado en la seccién 4.4

5.3.3. Extraccion Convencional con Soxhlet

Se efectuaron extracciones Soxhlet sobre 29 gramos de tallos secos, previamente
triturados, utilizando como solvente una solucién de etanol-agua conteniendo un 60%
en volumen de etanol. Esta fue la concentracion que mostr6 el mayor poder de

extraccion en los ensayos EAU.

En cada extraccion se utilizaron 435 mL de solvente en ciclos de 9 horas, a fin de
asegurar el agotamiento del material vegetal. La cantidad de disolvente y muestra
utilizados en las extracciones fue determinada teniendo en cuenta las dimensiones del

aparato Soxhlet disponible [8].
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Finalmente, la concentracion de soranjidiol, rubiadina, 1-metil eter rubiadina y 2-
hidroxi-3-metil antraquinona en los extractos se determiné por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC).

5.4. Disefio Experimental

La planificacion de un trabajo experimental juega un rol importante a la hora de
obtener informacion sobre un proceso y sus condiciones operativas [9]. La capacidad de
realizar trabajo experimental estd limitada por los costos en tiempo y recursos. Por lo
tanto, una organizacién Optima de la experimentacion debe buscar obtener la

informacidn buscada realizando el menor nimero de experimentos.

Por otra parte, el resultado observado en un experimento (Y) tiene asociada una

incertidumbre (e) que hace que el resultado “verdadero” (n)
Y=nte Q

se vea afectado por una cantidad aleatoria que varia cada vez que el experimento se

repite.

Por ello resulta razonable utilizar una metodologia matematica y estadistica para
planificar el experimento, que indique como planificar la secuencia de experimentos de
una forma Optima, de modo que se minimice el costo de la experimentacion y la

influencia del error experimental sobre la informacion buscada.

En la Figura 1 se esquematizan las etapas que se requieren considerar para la

aplicacion del disefio de experimentos
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Figura 1. Etapas del disefio experimental

Con el objetivo de encontrar las mejores condiciones operativas para la extraccion
de AQs de H. pustulata aplicando las técnicas EAU y EAM con soluciones de etanol-
agua como solvente, se efectud un disefio experimental utilizando cuatro factores de
control como variables independientes: [A] composicion del solvente; [B] relacion
solvente / muestra; [C] temperatura y [D] tiempo de extraccion. Para cada uno de estos
factores se fijaron tres niveles; cada uno de ellos asociado a un valor determinado de la

correspondiente variable operativa.

Las Tablas 1.a y 1.b resumen los factores y niveles considerados para cada uno de

los métodos de extraccion estudiados.

Tabla 1.a: Factores y niveles para el disefio ortogonal de las extracciones EAU

Niveles Factores
[A] Composicidn del [B] Relacién [C] Temperatura  [D] Tiempo (min)
solvente (% v/v de etanol)  solvente / muestra (°C)
1 96 10:1 35 15
2 80 20:1 45 30
3 60 30:1 55 45
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Tabla 1.b: Factores y niveles para el disefio ortogonal de las extracciones EAM

Niveles Factores
[A] Composicion de [B] Relacion [C] Temperatura  [D] Tiempo (min)
solvente (% v/v de etanol)  solvente / muestra (°C)
1 96 10:1 80 15
2 80 20:1 70 30
3 60 30:1 60 45

Para analizar la importancia relativa de cada uno de estos factores y las posibles
interacciones entre los mismos, deberia en principio ensayarse cada posible
combinacién de factores en sus distintos niveles. Esto implicaria realizar 4% x 3 = 256
experimentos, lo que demandaria mucho tiempo y altos costos. Por este motivo se
decidié aplicar un disefio de experimentos basado en el método de Taguchi, que

constituye una herramienta estadistica ampliamente probada [2].

El disefio experimental por el método de Taguchi consiste en aplicar una
combinacion de los factores en sus distintos niveles, en forma de matrices ortogonales.
El arreglo ortogonal es una herramienta ingenieril que simplifica y en algunos casos
elimina gran parte de los esfuerzos de disefio estadistico. Es una forma de examinar
simultaneamente muchos factores a bajo costo, permitiendo evaluar qué tan robustos

son los disefios del proceso y del producto con respecto a los factores de ruido [2].

Taguchi desarroll6 una serie de arreglos particulares L representados por:

La (b} (2)

donde:

a representa el nimero de pruebas o condiciones experimentales que se tomaran. Esto
es, el numero de renglones o lineas del arreglo.

b representa los diferentes niveles a los que se tomara cada factor.

c es el numero de efectos independientes que se pueden analizar; esto es, el nimero de

columnas del arreglo
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Para implementar el método de Taguchi se utilizo el software StatGraphic plus
5.1. Para el numero de factores y niveles seleccionados, el programa recomienda el uso
de una matriz L9 (3)* donde cada corrida de la matriz ortogonal tiene establecida una

combinacion de las distintos niveles de cada factor para ser ensayado.

En las Tablas 2.a y 2.b se muestran los resultados obtenidos con el programa
para el disefio de las extracciones EAU y EAM. Cada matriz muestra la combinacion de
factores y niveles a aplicar en las 9 corridas experimentales a llevar a cabo en una

secuencia aleatoria [2].

Cada una de las filas de la matriz indica las condiciones a las que se deben llevar
a cabo las corridas experimentales. Los nimeros en las columnas A, B, C y D
representan los niveles de cada uno de estos factores, segun se sefiala en las Tablas 1.ay
1.b. Asi por ejemplo, el ensayo 5 de extraccion EAU se lleva a cabo a 55°C (nivel 3 del
factor C), utilizando una solucion etanol-agua al 60% (nivel 2 del factor A), con una
relacién solvente/muestra igual a 20:1 (nivel 2 del factor B), durante 15 minutos (nivel 1
del factor D).

Cada uno de los 9 ensayos indicados en las matrices EAU y EAM se repitio tres

veces, a fin de observar los efectos del ruido en el rendimiento de la extraccion.

Tabla 2.a Matriz ortogonal L9 (3*) para EAU
Ensayos

>
w
@)

O©CO~NOOUOTA WN PR
WWWNNNRF PP
WNEFRPWNE WN -
NEFPWRFRWNWN R
P WNNEFEWwWwN O
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Tabla 2.b Matriz ortogonal L9 (3%) para EAM
Ensayos A B C

O©CO~NOOOTS WN -
WWWNNNR, PR
WNEFRPWNE WN -
NEFPWRFRERWNWN -
P WNNEFEWwWwN RO

Después de realizar los experimentos, los resultados se convirtieron en una
medida estadistica del desempefio, representada por la funcién sefial-ruido (S/N). A
mayor S/N, menor variabilidad y mejor reproductibilidad. Hay tres relaciones S/N de
interés comun para la optimizacion de los problemas de estadistica: “el menor es el
mejor”, “el més alto es el mejor” y “el nominal es el mejor” [10]. En nuestro caso el
objetivo experimental es el rendimiento de AQs, por lo que se aplica la opcion “el mas

alto es el mejor”. De este modo:

S/N =-10xlog( MSD.) @3)

11
MSD=—» — 4
m i=1 Ti2 ( )

donde m representa el nimero de pruebas y Ti es el valor del rendimiento de AQs en el
ensayo i. La importancia de cada factor se estudia en la relacién S/N, considerando tanto
la media (sefial) como el desvio estandar (ruido) [10,11]. El valor de S/N calculado para

cada corrida nos indicara cual de las corridas es la que tuvo menor error,

5.5. Analisis Estadistico

El proposito de efectuar un analisis de varianza (ANOVA) es investigar los

factores de disefio que afectan significativamente a la extraccion de AQs. Esto se logra
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con la mediciédn de la suma de la desviacion cuadrada para cada factor (SSj) que muestra
la influencia del factor j en los resultados experimentales [10-12]. SSj se puede calcular

por la siguiente ecuacion:

(2]

L1 2
SSj=-S K. Z_ it /o 5
j 921 i 3 (5)

donde j representa el factor (j = A, B, C 6 D); i es el nivel de cada factor (i=1, 2 6 3),
Kji el promedio de todos los resultados experimentales y Yi son los resultados

experimentales (rendimiento de AQs).

El siguiente paso consiste en calcular los grados de libertad. Los grados de
libertad totales (g.1.T) son iguales al nimero de corridas menos uno; es decir, g.1.T = 9-1
= 8. Los grados de libertad de cada factor son iguales al nivel del factor menos uno; en
nuestro caso 3-1 = 2. Los grados de libertad del error se obtienen de la diferencia entre
los grados de libertad totales y los grados de libertad de cada factor; en este caso, el
término de error resulta igual a cero (8-2-2-2-2 = 0) y el valor del estadistico Fj no se
puede calcular. Para evitar este problema, se pueden tomar en cuenta las repeticiones de
los experimentos y calcular los grados de libertad totales como el numero de
repeticiones multiplicado por el nimero de corridas menos uno: g.I.T = 3x9-1 = 26. De

este modo, los grados de libertad del error resultan iguales a 18 [10].
La varianza para cada factor (Vj) y la varianza del error (Ve) se calculan como:

vj=>3  (j=AB,C,D) (6)

i

stsj'

gle

Ve =

(7)

donde gl;j son los grados de libertad de cada factor y gle los grados de libertad del error.

La relacion de varianza, comUnmente llamada estadistico F, es la relacién entre la

varianza debido al efecto de un factor y la varianza debido al término de error.
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V.
- ®)

Esta relacion se utiliza para medir la importancia relativa de un factor con
respecto a la varianza de todos los factores, incluyendo el término de error. El valor F;
obtenido para cada factor, se compara luego con el valor de tablas F-estandar (F«), para

un nivel dado de significacion estadistica.

Un valor calculado Fj que resulte menor al valor Fa de tablas para el nivel de
significacion seleccionado, indica que ese factor no contribuye a la suma de los

cuadrados dentro de los niveles de confianza.

Finalmente, se calcula el porcentaje de contribucién de cada factor, para indicar su

influencia relativa [10-12]:

. SSj
Pj = > x100 9
( S J ®)

donde SST representa la suma total de las desviaciones cuadradas.

5.6. Resultados de la optimizacion de la extraccion EAU

La Tabla 3 resume los resultados obtenidos en cada uno de los 9 ensayos EAU
completados. Las primeras columnas de la tabla indican los niveles fijados para cada
una de las cuatro variables analizadas, que corresponden a las condiciones operativas
indicadas en la Tabla 1.a. Como ya se mencionara, cada uno de estos ensayos fue
realizado por triplicado. En la Tabla 3 se reportan los rendimientos en AQs obtenidos en
cada una de las replicas (Y1, Y2 e Y3) y el valor promedio (Ym) de las tres. También se
presentan en la tabla los valores de la funcién S/N de cada ensayo, calculados aplicando

las ecuaciones (3) y (4) a los rendimientos promedio Y m.
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Tabla 3 Resultados de los ensayos EAU

Ensayo A B C D Y Y2 Ys Ym(mgAgs/ Relacion

g vegetal) S/IN
1 1 1 1 1 1,07 1,01 1,32 1.13 0.91
2 1 2 2 2 143 1,34 1,90 1.56 3.58
3 1 3 3 3 1,46 1,52 2,01 1.66 4.19
4 2 1 2 3 2,10 2,31 451 2.97 8.09
5 2 2 3 1 192 3,08 3,20 2.74 8.02
6 2 3 1 2 2,73 2,71 2,91 2.79 8.89
7 3 1 3 2 3,60 2,77 2,68 3.01 9.37
8 3 2 1 3 3,06 2,25 3,62 2.98 8.97
9 3 3 2 1 1,99 3,11 2,20 243 1.27

5.6.1. Analisis de la relacién S/N

La influencia relativa de cada factor en el proceso, puede evaluarse calculando la
diferencia entre el valor maximo y minimo de la funcion S/N para los niveles estudiados
de dicho factor. El valor mayor de esa diferencia correspondera al factor de mayor

influencia en el proceso y el valor menor a aquel que menos influye [2].

Para efectuar un analisis de la funcion S/N sobre cada nivel y factor, se promedian
los valores de S/N obtenidos en los ensayos en los que el factor tomd el nivel
examinado. Por ejemplo, si analizamos el factor C en su nivel 1, debemos promediar los
valores de la funcidon S/N en los ensayos son el 1, 6, 8, que fueron aquellos en los que el
factor C (temperatura) estuvo en su nivel 1 (80°C). Observando la matriz, vemos que en
estos ensayos los otros factores tomaron distintos niveles, sin que éstos sean repetidos.
Es decir, el factor A tomd los valores correspondientes a los niveles 1, 2 y 3; el factor B
los niveles 1, 3y 2; y el factor D los niveles 1, 2y 3.

En la Tabla 4 se reportan los valores de la funcion S/N de cada factor y nivel, que
permiten analizar la incidencia de cada nivel y factor en la extraccion. Para ello se
calculan las diferencias entre los valores maximo y minimo de la funcion S/N de cada

uno de los factores estudiados. Estas diferencias nos permiten ordenar los factores por
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su influencia relativa en los resultados del proceso: desde el de mayor influencia (valor

mas alto de la diferencia) hasta aquel que menos influye (valor menor de la diferencia).

Tabla 4. Tabla de respuestas S/N

A B C D
Nivel 1 2.89 6.13 6.26 5.40
Nivel 2 8.34 6.86 5.31 7.28
Nivel 3 8.54 6.78 7.20 7.09
Diferencia 5.64 0.73 0.93 1.88
Efecto relativo 1 4 3 2

De los resultados reportados en la Tabla 4 se deduce que la composicion del
solvente (factor A) tiene la mayor influencia sobre el rendimiento de AQs, seguido por
el tiempo (D), la temperatura (C) y la relacion solvente/muestra (B), en orden

decreciente.

Las contribuciones de los diferentes niveles de cada factor en el rendimiento de

AQs también se pueden visualizar en la Figura 2.

o—°

S/N

A1 A2 A3 - B1 B2B3 -- C1C2C3 - D1 D2 D3

. 7
Nivel de parametros

Figura 2. Efecto de los diferentes niveles de cada parametro sobre el rendimiento de
extraccion de AQs utilizando EAU
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El nivel 6ptimo para cada factor corresponde al valor maximo de la funciéon S/N.
Por lo tanto, la condicidn 6ptima para la extraccion asistida por ultrasonidos de AQs es:

A3: composicion del solvente = 60% etanol + 40% agua v/v

B2: relacion solvente / muestra = 20:1

C3: temperatura = 55°C

D2: tiempo = 30 min.

Esta condicion operativa éptima no fue una de las configuraciones experimentales
estudiadas (no se encuentra en la matriz L9 representada en la Tabla 2). Esta es una de
las propiedades del método de Taguchi: poder detectar como 6ptimas, configuraciones

no ensayadas.

La relacion S/N y el rendimiento de AQs se pueden predecir utilizando el nivel

Optimo de los factores de disefio, aplicando la siguiente ecuacion:

[Y]predicha =Tm+ Zir:l([in]i - [Tm] ) G:A,B,C,D) (10)

donde Tm es la media total de la relacion S/N o media total del rendimiento de AQs y

[Yji]i es la relacion S/N o rendimiento de AQs en el nivel 6ptimo [10].

Con los resultados de la Tabla 3 se calcula un valor promedio Tm = 6.59 para la
funcion S/N en las 9 configuraciones ensayadas. Por su parte, en la Tabla 4 se observan
los siguientes valores de S/N en las configuraciones optimas: Yas = 8.54, Yg2 = 6.86 ,
YC3=17.20 e Yp2 = 7.28. Utilizando la ecuacion (10) el valor predicho de S/N es 10.11
y el rendimiento de AQs es de 3.07 mg AQs / g de material vegetal.

El propoésito de estos célculos es validar el experimento. Los experimentos de
validacién se repitieron 3 veces aplicando las condiciones dptimas. En ellos se obtuvo
una relacion S/N de 10,90 y un rendimiento de AQs de 3,28 mg AQs / g de material
vegetal. Esto indica que hay una buena correlacion entre el valor predicho y el

experimental, a las condiciones éptimas de procesamiento (A3, B2, C3, D2).
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En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos en las extracciones llevadas a

cabo a las condiciones dptimas.

Tabla 5. Resultados de las extracciones EAU en las condiciones dptimas

Concentracién AQs Rendimiento extraccion Rendimiento de AQs
[mg AQs/g extracto] [mg extracto/g vegetal] [mg AQs/g vegetal]

37,04 £0.28 86,77 £0.14 3,28+0.15

5.6.2. Analisis ANOVA

Se realizd un analisis estadistico ANOVA para determinar si los parametros del
proceso son estadisticamente significativos. El valor F para cada pardmetro indica si el
pardmetro tiene un efecto significativo sobre la extraccion, evaluando la relacion entre
la varianza debido al efecto de un factor y la varianza debido al término de error. El
valor F obtenido para cada factor se compara con el valor F-estandar (Fa) de las tablas

de Fisher, para un nivel dado de significacion estadistica.

Se calculo el valor F de cada factor y se comparé con el valor critico Fa de la
tabla de distribucion F-estandar [13], para el nivel de inspeccion o = 0,10 (F0.1 (2, 18) =
2,64). El efecto del factor sera importante si F-valor resulta mayor que Fao.

Como se ve en la Tabla 6, resulta evidente que el factor A es estadisticamente
significativo para la extraccion de AQs (FA > Fa,), mientras que los factores B, Cy D

no tienen efecto significativo (FB, FC y FD < Fa) en las condiciones exploradas.

Por otra parte, a partir de la tasa de contribucion P%, se puede tambiéen deducir
que el factor mas importante que contribuye al rendimiento de extraccion de AQs es la
concentracion de solvente (P = 22,56%), seguido de tiempo de extraccién (1.95%), la

temperatura (0,32%), y finalmente la relacion solvente/muestra (0,15%).
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Tabla 6 Resultados del analisis ANOVA

Factor SS gl V F Fa P(%)
A 3.741 2 1.870 2.707 > 22.56
B 0.025 2 0.012 0.018 < 0.151
C 0.053 2 0.026 0.038 < 0.324
D 0.324 2 0.162 0.235 < 1.959
e 12.435 18 0.690

T 16.580 26

5.6.3. Efecto de la composicion del solvente

Después de determinar las condiciones Optimas para la extraccion de AQs con el
método de Taguchi, se analizd experimentalmente el efecto de la composicion del

solvente sobre el rendimiento de AQs.

Para ello se sometieron a extraccion muestras de 0,5 g de tallos de H. pustulata en
el bafio de ultrasonidos, utilizando diferentes composiciones volumétricas de etanol-
agua: 50, 60, 70, 80 y 96% de etanol, y manteniendo los demas parametros constantes e
iguales al valor 6ptimo determinado por el método de Taguchi (temperatura = 55°C,
relacion solvente/muestra = 20:1 y tiempo de extraccion = 30 minutos).

En la Figura 3 se grafican los resultados obtenidos. Se observa un crecimiento
progresivo del rendimiento de AQs al disminuir la concentracion de etanol en el
solvente hasta un 60%, para luego caer al bajar esta concentracion hasta un 50%. Estos
resultados estan en concordancia con la composicion éptima del solvente determinada

por el método de Taguchi.
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Rendimiento de AQs
(mg AQs/g matriz vegetal)

50 60 70 80 90
Etanol en agua (% v/v)

Figura 3. Efecto de la composicion del solvente en las extracciones EAU. Condiciones
de extraccion: tiempo 30 min; relacion solvente/muestra 20:1; temperatura 55°C.

En la extraccidn asistida por ultrasonido, el fendmeno de cavitacion se ve afectado
por ciertas propiedades fisicas del solvente, tales como la tension superficial, la

viscosidad y la presion de vapor [14-17].

La Figura 4 muestra el valor de estas propiedades para distintas composiciones de

las mezclas de etanol + agua [18-20].
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Figura 4. Efecto de la composicion sobre las propiedades del solvente: viscosidad a
293K [18]; tension superficial a 323K [19]; presion de vapor a 323K [20].
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La tension superficial disminuye continuamente con el aumento de la
concentracion de etanol [19] y la presién de vapor aumenta hasta la composicion
azeotropica (97% v/v), mientras que la viscosidad muestra un maximo a

aproximadamente 50% v/v de etanol [19].

En principio, la cavitacion se beneficiaria cuando el medio de cavitacion presenta
una tension superficial alta, y una viscosidad y presion de vapor bajas [15]. Sin
embargo, para una frecuencia sonica dada, hay una presion de vapor optima a la cual la
presion de impulso y la temperatura obtenida por el colapso de una burbuja o cavidad
son maximas [16]. Cuando la presion de vapor es baja, se producen pocas burbujas de
vapor y de tamafo pequefio, pero cuando se incrementa la presion de vapor mas alla del
valor optimo, se forman grandes cavidades que, en lugar de colapsar violentamente, se
desintegran en cavidades mas pequefias o0 simplemente se disuelven en la solucion,

reduciendo el dafio por cavitacion [16].

De acuerdo con los resultados experimentales, la presion de vapor 6ptima para las
condiciones estudiadas corresponde a la de un solvente con 60% v/v de etanol. A esta
concentracion, de acuerdo a lo mostrado en la Figura 4, la viscosidad esta cerca de su
valor maximo vy la tension superficial de la mezcla agua + alcohol es sustancialmente
menor que la del agua pura. Por lo tanto, el valor intermedio de la presion de vapor de
esta mezcla parece ser el factor dominante en los efectos de la cavitacion. Hemwimol y
col. [14] reportaron resultados similares para la extraccion de AQs a partir de raices de
Morinda citrifolia, utilizando mezclas de etanol-agua. Estos autores encontraron una
concentracion 6ptima de 50% de etanol para la extraccion asistida por ultrasonido

realizado a 25 ° C utilizando una potencia de 15,7 W.

5.6.4. Efecto del tiempo de extraccion

De manera similar, se procedid a estudiar experimentalmente el efecto del tiempo
sobre los rendimientos de extraccion, realizando una serie de ensayos EAU a diferentes
tiempos (15, 45, 60, 75 y 90 min), manteniendo los otros factores de extraccion en los

valores correspondientes a las condiciones 6ptimas (composiciéon de solvente = 60 %
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viv de etanol; relacion solvente/muestra = 20:1 y temperatura = 55°C). Todas las

pruebas se llevaron a cabo por triplicado y los resultados se muestran en la Figura 5.

o— O T———eo—,

Rendimiento de AQs
(mg AQs/ g matriz vegetal)

0 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

Tiempo (min)

Figura 5: Efecto del tiempo en las extracciones EAU. Condiciones operativas:
composicién de solvente = 60% de etanol; relacién solvente/muestra = 20:1;
temperatura = 55°C

Como se puede observar, el rendimiento aumenta con el tiempo de contacto entre
el material vegetal y el solvente, hasta alcanzar los 30 min. Después de este tiempo, el
rendimiento de AQs permanece constante (6,56 mg de material vegetal AQs / 100 g), lo
que podria indicar que el material vegetal se ha agotado con ese solvente. Una vez mas,
estos resultados estan de acuerdo con la condicion de tiempo 6ptimo determinado por el

método de Taguchi.

5.7. Optimizacion de la Extraccion Asistida con Microondas

(EAM).

La Tabla 7 resume los resultados obtenidos en cada uno de los 9 ensayos EAM
Ilevados a cabo en este trabajo de tesis. Las primeras columnas de la tabla indican los
niveles de cada una de las cuatro variables analizadas, que corresponden a las

condiciones operativas indicadas en la Tabla 2.a. Como ya se mencionara, cada uno de
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estos ensayos fue realizado por triplicado. Los rendimientos en AQs reportados en la
Tabla 7 corresponden a los valores Y1, Y2 e Y3 obtenidos en cada réplica, asi como el
promedio Ym de las tres. También se presentan en la tabla los valores de la funcién S/N
de cada ensayo, calculados a través de las ecuaciones (3) y (4) aplicadas a los

rendimientos obtenidos en cada réplica.

Tabla 7 Resultados de los ensayos EAM

Ensayos A B C D Y: Y2 Ys Ym(mgAQs/  Relacion

g vegetal) SIN
1 1 1 1 1 550 192 244 3,29 8,03
2 1 2 2 2 357 212 260 2,76 8,27
3 1 3 3 3 340 205 518 3,54 9,19
4 2 1 2 3 347 229 184 2,53 7,23
5 2 2 3 1 387 217 571 3,92 9,87
6 2 3 1 2 293 500 503 4,32 11,85
7 3 1 3 2 277 342 175 2,64 7,43
8 3 2 1 3 404 338 590 4,44 12,29
9 3 3 2 1 23 071 1,19 1,41 0,27

5.7.1. Analisis de la relacién S/N

Tal como se hizo para las extracciones EAU, se utiliz6 el método de Taguchi para
analizar el efecto de las diferentes variables sobre los rendimientos obtenidos en el
proceso EAM. La Tabla 8 muestra los valores de la funcion S/N para cada factor y

nivel.

Tabla 8 Tabla de respuestas S/N

A B C D
Nivel 1 8,50 7,57 10,73 6,06
Nivel 2 9,65 10,14 5,26 9,19
Nivel 3 6,66 8,83 8,83 9,57
Diferencia 2,98 2,57 5,46 3,51
Efecto relativo 3 4 1 2
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De este modo se pudo determinar que la temperatura (factor C) tiene la mayor
influencia sobre el rendimiento de AQs, seguido por el tiempo (D), la concentracion del
solvente (A) y la relacion solvente/muestra (B) en orden decreciente.

En la Figura 6 se pueden observar las contribuciones de los diferentes niveles de

cada factor en el rendimiento de AQs.

-
=N
T

: /\ . /.\. . /-/'

-
o
T

S/N
o = N W M 0O N © ©
T

A1 A2 A3 -- B1 B2 B3 - C1C2C3 -- D1 D2 D3
7/
Nivel de parametros

Figura 6. Efecto de los diferentes niveles de cada parametro sobre el rendimiento de
extraccion de AQs utilizando EAM

El mayor valor promedio de la funcion S/N de cada factor nos permite determinar
que las condiciones Optimas para la extraccion de AQs mediante EAM son:

A2: composicion etanol / agua = 80:20 v:v

B2: relacion solvente/muestra = 20:1

C1: temperatura = 80 °C

D3: tiempo = 45 min

Al igual que sucedio en el estudio del proceso EAU, la configuracion optima no
se encuentra en la matriz L9 de la Tabla 2.b.
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Utilizando la ecuacion (10) se predijo el valor de la relacion S/N y el rendimiento
de AQs que produciria la extraccion realizada utilizando las condiciones Optimas de
operacion. Estos valores fueron, 15.03 para S/N y 4.83 mg AQs / g de material vegetal

para el rendimiento de extraccion.

La validacion de estos resultados se llevd a cabo por ensayos triplicados,
obteniéndose una relacion S/N de 11,90 y un rendimiento AQs de 4,28 mg AQs / g de
material vegetal. Nuevamente se obtuvo una buena correlacion entre el valor
experimental y el valor predicho para las condiciones dptimas de proceso (A2 B2 C1
D3). En la Tabla 9 se muestran los resultados de las extracciones en las condiciones
Optimas.

Tabla 9. Resultado de las extracciones EAM en las condiciones 6ptimas

Concentracién AQs Rendimiento extraccion Rendimiento de AQs
[mg AQs/g extracto] [mg extracto/g vegetal] [mg AQs/g vegetal]

54,36 + 0,17 92,14+0,21 4,28 +0,19

5.7.2. Analisis ANOVA

Los resultados obtenidos en las extracciones EAM también fueron sometidos a un
analisis estadistico ANOVA, para determinar si las diferencias obtenidas para cada
factor fueron estadisticamente significativas. Para ello también se fij6 un nivel de
inspeccion a = 0,10 (FO.1 (2, 18) = 2,64) [13].

Como se observa en la Tabla 10, el factor C es estadisticamente significativo para
la extraccion de AQs (FC> Fa,), mientras que los factores A, B y D no tienen ningun
efecto significativo (FA, FB y, FD <Fa) en las condiciones analizadas. Ademas, a partir
de la tasa de contribucion P%, también se puede deducir que el factor mas importante
que contribuye al rendimiento de extraccion de AQs es la temperatura (22,77%),
seguido de tiempo de extraccion (1.10%), la concentracion del solvente (0,64%) v,

finalmente, la relacion solvente/muestra (0,48%).
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Tabla 10 Resultados del analisis ANOVA

Factor SS gl \Y F Fa P(%)
A 0.284 2 0.142 0.076 > 0.640
B 0.213 2 0.106 0.057 < 0.480
C 10.129 2 5.064 2.732 < 22.774
D 0.491 2 0.245 0.132 < 1.105
e 33.359 18 1.853 75

T 44.479 26

5.7.3. Efecto de las variables operativas en la extraccion EAM

De los cuatro factores analizados en las extracciones EAM, la variable mas
significativa resultd la temperatura. Un incremento de temperatura resulté en un mayor
rendimiento de AQs. A mayores temperaturas aumenta el movimiento molecular,
incrementando la solubilidad. EI aumento de temperatura también puede provocar la
apertura de la matriz celular y, como resultado, dar una mayor accesibilidad del solvente
hacia las AQs, aumentando asi el poder de extraccién [22]. Por otra parte, a alta
temperatura, la viscosidad del solvente disminuye y aumenta la difusividad,

incrementando la eficiencia de la extraccion [23,24].

En el caso estudiado, pareciera que una temperatura intermedia produce un menor
rendimiento de extraccion de AQs. Para analizar mejor este efecto deberia realizarse un
estudio experimental del efecto de la temperatura sobre el proceso EAM, de manera
similar a lo realizado con la EAU. Desafortunadamente este estudio no pudo llevarse a

cabo debido a una averia del equipo y quedara como tarea futura.

El segundo factor que influye en la extraccion EAM es el tiempo. Aumentando el
tiempo de extraccion, la cantidad de analitos extraida se incrementa y el rendimiento de

AQs es mayor.

Con respecto a la concentraciéon del solvente, el mayor rendimiento de AQs se
encuentra para una concentracion de etanol del 80%. La adicion de agua hasta un 60%
mejora el rendimiento de extraccion. Una de las posibles causas para este incremento es
que la presencia de un poco de agua podria aumentar el volumen del material vegetal, lo

gue aumenta el area de superficie de contacto entre la matriz de la planta y el solvente
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[25,26]. Otra explicacién razonable podria ser que la adicion de una cierta cantidad de
agua incremente la constante dieléctrica de la mezcla solvente, lo cual ayuda a absorber
la energia de microondas, aumentando asi la extraccion. Si bien, la adicion de agua en
etanol aumenta la constante dieléctrica de la mezcla, el factor de disipacion disminuye.
Esto significa que aunque la mezcla solvente es capaz de absorber una alta energia de
microondas en comparacion con etanol puro por su mayor constante dieléctrica, la
mezcla no seria capaz de disipar el calor tan eficazmente [22]. Esta linea de
razonamiento parece indicar que hay una composicion intermedia 6ptima de solvente
para las extracciones EAM. Esto hace que una mezcla con demasiado contenido de
agua, dé un rendimiento de extraccion menor. Estos resultados estdn en concordancia

con el trabajo de Hemwimon y col. [22].

5.8. Conclusiones

En este capitulo se demostrd que las extracciones EAU y la EAM permiten
obtener un buen rendimiento de extraccion de AQs a partir de H. pustulata, utilizando

solventes no perjudiciales para la salud humana y el medioambiente.

El efecto de las diferentes variables del proceso se analiz6 mediante el método de
Taguchi con arreglo ortogonal L9. Sobre la base de este estudio, se optimizaron las
condiciones de extraccidn de las AQs. Se encontré que el factor mas influyente en la
extraccion EAU de AQs es la composicion del solvente, seguido por el tiempo, la
temperatura y la relacion de solvente/muestra utilizados. El efecto de la composicion
solvente estd directamente relacionado con el efecto de las propiedades fisicas del
mismo sobre el fendmeno de cavitacion. En el caso de la extraccion EAM, el factor méas
influyente es la temperatura, seguido por el tiempo, la concentracion del solvente y la

relacion solvente/muestra aplicados.

Este estudio fue completado por el analisis de varianza (ANOVA), que también
indicd que el factor estadisticamente mas significativo en la extraccion EAU es la
composicion del solvente y en la EAM la temperatura.
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Los resultados de la optimizacion del proceso dieron las siguientes condiciones
Optimas para la extraccion EAU: composicion del solvente = 60% v/v de etanol;
relacion solvente/muestra = 20:1; tiempo de extraccion = 30 minutos y temperatura de
extraccion = 55°C. Para la extraccion EAM las condiciones &ptimas resultaron:
composicion del solvente = 80% v/v de etanol; relacion solvente/muestra = 20:1, tiempo
de extraccion = 45 minutos y temperatura de extraccion = 80 © C. Los rendimientos
experimentales en las condiciones Optimas para ambas técnicas resultd ser bastante

coincidente con los rendimientos predichos.

Referencias

[1] L. Galvan d’Alessandro, K. Kriaa, I. Nikov, K.Dimitrov, Ultrasound assisted
extraction of polyphenols from black chokeberry, Separation and Purification
Technology 93 (2012) 42—47.

[2] G. Taguchi, S. Konishi, Taguchi Methods Orthogonal Array and Linear Graphs:
Tools for Quality Engineering. Dearborn, MI: American Supplier Institute. 1987.

[3] X. Wang, Y. Wu, G. Chen, W. Yue, Q.Liang, Q.Wu, Optimisation of ultrasound
assisted extraction of phenolic compounds from sparganii rhizoma with response

surface methodology, Ultrasonics Sonochemistry 20 ( 2013) 846-854.

[4] S. Sahin, Ruya Saml, Optimization of olive leaf extract obtained by ultrasound-
assisted extraction with response surface methodology, Ultrasonics Sonochemistry
20 (2013) 595-602.

[5] J. Prakash Maran, V. Sivakumar, K. Thirugnanasambandham, R. Sridhar,
Optimization of microwave assisted extraction of pectin from orange peel,
Carbohydrate Polymers, 97 (2013) 703-709.

Barrera Vazquez, Maria Fernanda. 2015



Tesis Doctoral 109

[6] V. Mandal, Y. Mohan, S. Hemalatha, Microwave assisted extraction of curcumin by
sample—solvent dual heating mechanism using Taguchi L9 orthogonal design,
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 46 (2008) 322-327.

[7] S. Rouhani, N. Alizade2, Sh. Salimi, T. Haji-Ghasemi, Ultrasonic Assisted
Extraction of Natural Pigments from Rhizomes of Curcuma Longa L., Prog. Color
Colorants Coat. 2(2009)103-113.

[8] R. Cela R.A. Lorenzo, M.C. Casais, Técnicas de Separacion en Quimica Analitica,
Ed. Sintesis, Madrid, 2002.

[9] J. Ferré, F. X. Rius, Introduccion al Disefio Estadistico de Experimentos,
Departamento de Quimica Analitica y Quimica Organica, Universitat Rovira i
Virgili. PI. Imperial Tarraco, 1. 43005- (2000)

[10] K. Ranjit, Design of Experiments using the Taguchi Approach: 16 Steps to Product
and Process Improvement, AWiley—Interscience Publication. JohnWiley & Sons
Inc., USA. 2001

[11] W.H. Yang, Y.S. Tarng, Design optimization of cutting parameters for turning
operations based on the Taguchi method, Journal of Materials Processing
Technology 84 (1998) 122-129.

[12] X.Y.Deng, K. Gao, X. Huang and J. Liu, Optimization of ultrasonic-assisted
extraction procedure of capsaicinoids from Chili peppers using orthogonal array
experimental design, African Journal of Biotechnology Vol. 11 (67), pp. 13153-
13161, (2012)

[13] P.J. Ross, Taguchi techniques for quality engineering: loss function, orthogonal
experiments, parameter and tolerance design, New York: McGraw-Hill (1988).

[14] S. Hemwimol, P. Pavasant, A. Shotipruk, Ultrasound-assisted extraction of
anthraquinones from roots of Morinda citrifolia, Ultrasonics Sonochemistry 13 (2006)
543-548

Barrera Vazquez, Maria Fernanda. 2015



Tesis Doctoral 110

[15] Shah, Y.T., A.B. Pandit, and V.S. Moholkar, Cavitation Reaction Engineering.
Kluwer Academic/Plenum Publishers, (1999).

[16] Chivate, M.M. and A.B. Pandit, Quantification of cavitation intensity in fluid bulk.
Ultrasonics Sonochemistry, 2(1) (1995) p. S19-S25.

[17] Asher, R.C., Ultrasonics in chemical analysis. Ultrasonics, 25(1) (1987) p. 17-19.

[18] Chodzinska, A., Zdziennicka, A., Janczuk, B., Volumetric and surface properties of
short chain alcohols in aqueous solution-air systems at 293 K. J. of Solution
Chemistry, 41 (12) (2012) p. 2226-2245.

[19] Vazquez, J., Alvarez, E., Navaza, J.M., Surface tension of alcohol + water from 20
to 50 °C. J. Chem. Eng. Data, 40 (1995) p-611-614

[20] Gmheling, J., Onken, U., Arlt, W., Vapor-Liquid Equilibrium Data Collection.
Aqueous —Organic Systems (Suplement 1), Vol.I, Part 1a. Dechema, Frankfurt,
Germany, p.118 (1998).

[21] M.F. Barrera Vazquez, L.R. Comini, R.E. Martini, S.C. Nufiez Montoya, S.B.
Bottini, J.L. Cabrera, Comparisons between conventional, ultrasound-assisted and
microwave-assisted methods for extraction of anthraquinones from Heterophyllaea
pustulata Hook f. (Rubiaceae), Ultrasonics Sonochemistry 21 (2014) 478-484.

[22] S. Hemwimon, P. Pavasant, A. Shotipruk, Microwave-assisted extraction of
antioxidative anthraquinones from roots of Morinda citrifolia, Separation and
Purification Technology 54 (2007) 44-50.

[23] X. Pan, H. Liu, G. Jia, Y.Y. Shu, Microwave-assisted extraction of glycyrrhizic
acid from licorice root, Biochem. Eng. J. 5 (2000) 173-177.

[24] V. Camel, Microwave-assisted solvent extraction of environmental samples,
Trends Anal. Chem. 19 (2000) 229-248.

Barrera Vazquez, Maria Fernanda. 2015



Tesis Doctoral 111

[25] H. Li, C. Bo, Z. Zhang, S. Yao, Focused microwave-assisted solvent extraction and
HPLC determination of effective constituents in Eucommia ulmodies Oliv. (E.
ulmodies), Talanta 63 (2004) 659-665.

[26] M.A. Rostagno, M. Palma, C.G. Barroso, Ultrasound-assisted extraction of soy
isoflavones, J. Chromatogr. A 1012 (2003) 119-128.

Barrera Vazquez, Maria Fernanda. 2015



Tesis Doctoral 112

Barrera Vazquez, Maria Fernanda. 2015



Tesis Doctoral 113

CAPITULO VI

EXTRACCION DE ANTRAQUINONAS DE H.
PUSTULATA CON AGUA SUBCRITICA

6.1 Introduccién

En este capitulo se muestran los resultados del estudio de recuperacion de AQs
de H. pustulata mediante la extraccién con agua caliente a presiéon (PHWE), propuesto
como un método alternativo para reducir o eliminar el uso de los solventes organicos

utilizados en la extraccion Soxhlet y aumentar el rendimiento del proceso.

Como se explicd en el Capitulo 3, la extraccion PHWE es una técnica de
separacién no contaminante que se lleva a cabo utilizando como solvente agua a alta
temperatura y presion. Las condiciones operativas abarcan un rango de temperaturas
entre 100° y 374°C y presiones superiores a la presién de vapor del agua a la
temperatura de operacion, de modo de mantener el agua en estado liquido.

A pesar de que la solubilidad de las AQs en agua es muy baja a temperatura
ambiente, la técnica PHWE resulta en principio potencialmente atractiva, si se tiene en
cuenta que la solubilidad de un soluto s6lido aumenta a medida que la temperatura se
acerca a su punto de fusion. Las AQs son compuestos aromaticos policiclicos con un
punto de fusion cercano a los 250°C. Por otra parte, la constante dieléctrica y de
asociacion molecular del agua disminuye con la temperatura, transformandolo en un
mejor solvente para compuestos no polares o ligeramente polares. En tal sentido,
Karasek y col.. [1] reportan un incremento en la solubilidad de la 9,10-antraquinona en
agua caliente presurizada, desde una fraccion molar de 7.25x10® a 40°C a 2.96x10° a
160°C.
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La PHWE se ha aplicado para recuperar diversos extractos de productos naturales,
con aplicaciones en las industrias alimenticia y farmacéutica [2-11]. El objetivo del
estudio reportado en este capitulo es evaluar la aplicacion de PHWE para el aislamiento
de AQs de las partes aéreas de H. pustulata y examinar el efecto de la temperatura, la
presion y el caudal de agua sobre el rendimiento y la cinética de la extraccion. Ademas,
se estudio el efecto producido por el agregado de etanol como co-solvente de

extraccion.

Las curvas de extraccion experimentales fueron ajustadas con tres modelos
tedricos: el modelo de particion termodinamica y los modelos cinéticos de uno y dos

sitios.

6.2. Materiales

El material vegetal utilizado en estas experiencias, se encuentra detallado en la
seccion 4.2.1. En base a los resultados mostrados en el Capitulo 1V, en estos
experimentos s6lo se utilizaron los tallos de la planta, porque dieron los mayores

rendimientos en AQs.

6.3. Procedimiento experimental

Los experimentos PHWE se llevaron a cabo en un extractor de alta presion,
disefiado y construido en nuestro grupo de trabajo. Este equipo consiste en una celda de
extraccion de alta presion de acero inoxidable, con un volumen interno de 10 mL, una
bomba de HPLC (Waters 501) con un caudal méximo de operacion de 10 mL/min, un
serpentin precalentador, y una véalvula reguladora de presion (BPR) para asegurar la

presién de extraccion.

La celda de extraccion estd equipada con un sistema de calefaccion mediante

camisas calefactoras de aluminio, con dos resistencias eléctricas conectadas a un
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regulador de temperatura. A su vez esta celda calefaccionada se encuentra instalada en

una caja con aislamiento térmico.

La presion en el extractor se mide con un medidor de presion (Dynisco
Dynipack 16). Todas las conexiones y accesorios del equipo experimental son de acero

inoxidable.

La Figura 1 muestra un diagrama del equipo PHWE Yy en la Figura 2 se puede

observar una foto del mismo.

T TP
;' I I e
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: I Regulador de
: | P
| |
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e
Agua Bomba HPLC Caja aislada Extracto

Figura 1. Diagrama del equipo PHWE
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Figura 2. Fotografia del equipo PHWE

Para comenzar una extraccion, se cargé a la celda 1 g de tallos de H. pustulata
secados al aire y molidos. Luego de cerrar el equipo, se fijaron las temperaturas de
operacion del precalentador y de la celda de extraccion. El precalentador se oper6 a una
temperatura 20°C por debajo de la temperatura de la celda de extraccién. Cuando la
temperatura alcanzé el valor fijado, se comenzé la extraccion aplicando un caudal de
agua constante. El valor de la presion de operacion se establecid mediante la valvula de
regulacién BPR, fijando un valor mas alto que la presién de vapor del agua a la

temperatura de extraccion, para asegurar el estado liquido del solvente.

Se estudiaron las siguientes condiciones de operacion: temperaturas de 120°, 170°
y 220°C; presiones de 45, 60 y 75 bar y caudales de 3, 5y 7 mL/min. Para este estudio,
se fijaron dos variables en los valores intermedios y el tercer factor fue modificado en
los rangos mencionados anteriormente. El tiempo total para una corrida fue de 120 min
y los extractos fueron colectados en recipientes de vidrio cada 20 y 40 min. Para cada
set de condiciones experimentales, las experiencias se realizaron por duplicado. Las
extracciones con agregado de etanol (60 y 96% v/v de etanol) fue realizadas también
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por un periodo de 120 minutos, a 170°C, 60 bar y 7mL/min. Estas condiciones fueron

fijadas de acuerdo a los resultados obtenidos en los estudios con agua pura.

La concentracion de rubiadina, soranjidiol, 1-metil éter rubiadina y 2-hidroxi-3-
metil antraquinona en los extractos fue determinada por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC,Varian Prostart 210), como fuera descripto en el Capitulo 4. Antes de
los analisis, los extractos fueron secados por evaporacion en un rotoevaporador (Buchi
V-850) con controlador de vacio semiautomatico, a 60°C y 199 mbar. EI procedimiento

de analisis cuali y cuantitativo de AQs por HPLC se detallo en el seccion 4.4

6.4. Modelado matematico

En la literatura se han propuesto varios modelos matematicos para describir el
proceso de extraccion a alta temperatura y/o alta presion [12, 17]. Estos modelos tratan
de representar el efecto de diferentes procesos fisicos sobre la cinética de extraccion: a)
el transporte del soluto a través de la matriz solida (difusion interna o intraparticula); b)
la particién del soluto entre la matriz y el solvente (equilibrio termodindmico); c) la
difusion del soluto a través de un film de liquido alrededor de la matriz (difusion

externa).

El modelo de particion termodinamica supone que el proceso de extraccion esta
gobernado por el equilibrio termodinamico. En este caso, la relacion entre las
concentraciones del soluto en la matriz y en el solvente estd determinada por el
coeficiente de reparto Kp. Si a y b representan dos puntos consecutivos de una curva de
extraccion dada, el modelo establece la siguiente relacion entre las masas ma y my de

soluto extraido por los volumenes Vay V,, de solvente [16]:

1—m%
my, m, m,

m_o:m_o+1+KprV (1)
(Vb _Va)p
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En esta ecuacion mo representa la masa inicial del soluto en la muestra y p es la

densidad del solvente de extraccion.

Los modelos cinéticos llamados de un sitio y de dos sitios [10] describen la
relacion de extraccion a través de una cinética de primer orden. En el modelo de un
sitio, la relacion entre la masa m¢ del soluto eliminado por el agua después del tiempo ty

la masa inicial mo est4 dada por:

m . B
m—_l exp(—kt) 2)

0

donde mo es la masa inicial del soluto en la matriz y k es la constante de primer orden.

El modelo de dos sitios hace una distincion entre una fraccion f de soluto que
desorbe a una velocidad mayor, definida por una constante ki, y la fraccion restante (1-f)

que se extrae a menor velocidad, con la constante ko:

% =1- f exp(—kt) — (- f)exp(-k,t) @)

0

6.5. Resultados Experimentales de las extracciones PHWE

Como ya se mencionara, se efectuaron una serie de ensayos de extraccion PHWE
cubriendo un rango de temperaturas entre 120° y 220°C, presiones de 45 a 75 bar, y

variando el caudal de agua entre 3 y 7 mL/min.

La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos en todas las condiciones
experimentales estudiadas. Se reportan: i) el rendimiento total de la extraccion (mg de
extracto por g de matriz vegetal procesada); ii) el rendimiento total de AQs (mg de AQs

por g de matriz vegetal) y iii) la composicion de los extractos obtenidos, segun los
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resultados de los analisis HPLC. Como ya se indicara, no fue posible separar las sefiales
de rubiadina y soranjidiol por lo que la concentracion de estos dos isémeros de posicién
se indica en conjunto. Todos los extractos analizados mostraron una alta concentracion
de rubiadina + sornajidiol, netamente superior a la de 2-hidroxi-3-metil antraquinona, y

ésta a su vez mayor que la de 1-metil éter rubiadina.

Tabla 1.Resultados experimentales de la extraccion de AQs por PHWE.

T P Caudal mg extracto/ mgAQs/g 2-hidroxi-3- Rubiadina  1-metil éter

(°C) (bar) (mL/min) g matriz matriz metil + rubiadina
vegetal vegetal antraquinona  Soranjidiol (%)
(%) (%)

120 60 5 195 +15 3.44+0.48 19.14+0.48 74.10+0.27 6.64+0.26
170 60 5 520+23 13.43 +0.51 14.61+0.65 82.50+0.38 2.93+0.18
220 60 5 520+31 5.23 +0.34 5.04+0.41 93.84+0.44 1.12+0.56
170 45 5 570+42 12.38+0.79 17.29+0.39 79.31+0.65 3.40+0.17
170 75 5 320+18 9.54+0.51 20.92+0.22 73.68+0.26 5.42+0.23
170 60 3 390+24 9.78+0.16 25.08+0.19 95.79+0.19 4.30+0.47
170 60 7 850457 18.59+0.52 13.83+0.53 83.57+0.39 2.60+0.51

6.5.1 Efecto de la presion

Los liquidos son casi incompresibles en la region subcritica. Por lo tanto, la
variacion de la densidad del solvente y por ende de su poder de solvatacién con la
presion, resulta varios ordenes de magnitud inferior a la producida por accién de la
temperatura. Por esta razon se espera un efecto muy bajo del cambio de presion sobre el
rendimiento PHWE, como lo demuestran trabajos previos de la literatura [18-20].

Para este estudio las extracciones se llevaron a cabo fijando los valores de la
temperatura y el caudal en los puntos medios (temperatura = 170 °C y caudal de agua =
5 mL/min) y variando el tercer factor (presion) en el rango de 45 a 60 bar.

La Figura 3 muestra sélo un ligero incremento en la recuperacion total de AQs
cuando la presion se aumento de 45 a 60 bar. Sin embargo, las extracciones realizadas a

75 bar muestran un rendimiento menor. Esta disminucion en el rendimiento de AQs
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podria atribuirse a una mayor compactacion de la matriz solida a esta presion, que
produce canalizaciones en el flujo de solvente [21]. La degradacion térmica o mecénica
de las AQs fue descartada, ya que los extractos obtenidos a las distintas presiones
muestran el mismo perfil cromatografico (ver Figura 4) y no se observan nuevos picos

que podrian indicar la aparicion de nuevas especies quimicas.
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Figura 3. Efecto de la presion de extraccion en el rendimiento total de AQs
(caudal 5 mL/min a una temperatura de 170°C).
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Figura 4. Cromatogramas HPLC de los extractos de AQs obtenidos a diferentes
presiones.
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6.5.2. Efecto de la temperatura

La temperatura es una de las variables mas importantes en el proceso PHWE.
Como ya se menciond, una alta temperatura de extraccion deberia incrementar la
solubilidad. Ademas, el aumento de temperatura disminuye la tension superficial y la
viscosidad y, por lo tanto, mejora la humectacion y la penetracion del solvente en la
muestra. Estos fendmenos aumentan el flujo de difusion y el rendimiento de extraccion
[21].

Sin embargo, las AQs podrian descomponerse a altas temperaturas. Teixeira
Sousa y col. [22] estudiaron el comportamiento térmico de quinonas y encontraron que
la estabilidad térmica de estos compuestos estd fuertemente influenciada por su
estructura molecular. Estos autores encontraron que la 9,10-antraquinona comienza a
descomponerse por encima de los 215°C. Por otro lado, en estudios de extraccion de
AQs a partir de las raices de Morinda citrifolia mediante PHWE, Shotipruck y col. [8]
encontraron que la alizarina (1,2-dihidroxi antraquinona) es estable hasta los 220°C,
mientras que Anekpankul y col. [10] reportaron la descomposicion de damnacantal (3-

hidroxi-1-metoxi antraquinona-2-aldehido) antes de los 170 °C.

En esta tesis doctoral se estudio el efecto de la temperatura sobre la PHWE de H.
pustulata en el rango de 120° a 220°C. En los ensayos se mantuvieron los otros dos
factores en sus valores intermedios: presion de extraccion de 60 bar y caudal de agua de

5 mL/min. El tiempo total de extraccion se fijé en 2 horas.

Como se muestra en la Figura 5, el aumento de la temperatura de 120°C a 170 °C
produce un incremento en el rendimiento total de AQs. Sin embargo, a 220°C este

rendimiento se reduce considerablemente.
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Figura 5. Efecto de la temperatura de extraccion sobre el rendimiento total de AQs
(caudal 5 mL/min de agua a una presion de 60 bar).

Los resultados reportados en la Tabla 1 muestran que los experimentos llevados

a cabo a 170° y 220°C dieron rendimientos totales similares. Sin embargo, la masa de

AQs en el extracto obtenido a los 220°C resulté menor que la mitad de la masa medida

a los 170°C. Esto puede ser atribuido a una descomposicion de las AQs por encima de

los 170°C, en concordancia con resultados reportados en trabajos previos de la literatura

[8, 10, 22] y atendiendo a la diferencia encontrada en los perfiles cromatogréficos de los

extractos obtenidos a estas dos temperaturas, como se muestra en la Figura 6. Si se

tienen en cuenta los porcentajes relativos de cada AQs en los extractos, la 2-hidroxi-3-

metil antraquinona parece tener la menor estabilidad térmica.
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Figura 6. Cromatogramas HPLC de los extractos obtenidos a 170° y 220°C

6.5.3 Efecto del caudal de agua

Los cambios en el rendimiento de extraccidon con el caudal del solvente pueden
dar una idea del mecanismo de extraccién. Si un proceso de extraccion es controlado
exclusivamente por la difusion interna (intraparticula), un aumento en el caudal de agua
no tendra ningun efecto sobre la velocidad de extraccion. Por el contrario, la velocidad
de extraccion aumentard con el caudal de agua si el proceso es controlado por la
transferencia de masa externa. Cuando el factor limitante es el coeficiente de reparto
termodinamico, las curvas de extraccion obtenidas a las mismas condiciones de proceso
y a diferentes caudales de solvente, se superponen completamente cuando se grafica la
masa de soluto extraido en funcion de la masa o del volumen de agua utilizada. Esto es
consecuencia de que, para una determinada unidad de tiempo, la cantidad de soluto
extraido es directamente proporcional al volumen de agua que pasa a traves de la matriz
y, por lo tanto, al caudal de agua. En general la cinética de extraccion sera determinada

por la combinacién de mas de un factor.

Para estudiar el efecto del caudal de agua sobre el rendimiento de extraccion de
AQs, se fijo la temperatura de operacion en 170°C y la presion en 60 bar y se utilizaron

caudales de agua de 3,5y 7 mL/min.
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La Figura 7.a muestra el cambio en el rendimiento de AQs con el tiempo,
mientras que en la Figura 7.b se grafica el rendimiento de AQs en funcién del volumen
de agua utilizado en el proceso. En la Figura 7.a se puede observar un incremento del
rendimiento de extraccion con el aumento del caudal de agua, lo que presupone la
existencia de un control externo a la transferencia de masa. Por otra parte, la Figura 7.b
muestra que las tres curvas de extraccion no se superponen, lo que indica que la cinética
de extraccién no esta controlada exclusivamente por el coeficiente de particion

termodinamico.
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Figura 7.a. Efecto del caudal de extraccion sobre el rendimiento de AQs totales
(temperatura 170°C, presién 60 bar).
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Figura 7.b. Efecto del volumen de agua sobre el rendimiento de AQs totales
(temperatura 170°C a una presién de 60 bar).

Segun los resultados obtenidos, el mayor rendimiento de AQs (18.9 mg/g) se
obtiene trabajando con una caudal de 7 mL / min, para una temperatura de extraccion de

170 °C y una presién de 60 bar.

6.5.4. Efecto del Agregado de Etanol

Trabajos previos de la literatura [23-25] muestran que la adicion de solventes
organicos (tales como etanol) al agua, da lugar a mayores recuperaciones de compuestos
bioactivos mediante el proceso PHWE. Se entiende que el etanol, como modificador
organico afadido al agua, mejora la solubilidad del analito y aumenta la interaccion del
agua con el mismo [21].

En la Figura 8 y la Tabla 2 se puede observar que, en este caso, la adicion de

etanol (60 a 96%) disminuye el rendimiento de extraccion de AQs.
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Figura 8. Efecto del agregado de etanol en el rendimiento de AQs (temperatura =
170°C; presion = 60 bar y caudal = 7mL/min).

Tabla 2. Resultados experimentales de la extraccion de AQs por PHWE utilizando
mezclas etanol-agua.

% Etanol mgAQs totales / mg 2-hidroxi-3-metil  mg Rubiadina+ mg 1-metil éter

g matriz vegetal antraquinona/ g Soranjidiol / g rubiadina /g

matriz vegetal matriz vegetal matriz vegetal

96 7,537 £0.513 1,311 £ 0.654 4,442 + 0.385 1,783 £0.182
60 8,651 + 0.482 1,835+ 0.383 6,341+ 0.273 0,475 £ 0.264
0 18,591 + 0.34 2570+ 0.414 15,536 + 0.446 0,483 £ 0.561

Estos resultados podrian atribuirse al cambio en la polaridad de la mezcla. La
Tabla 3 muestra los indices de polaridad P de mezclas de etanol - agua, calculadas

como 26]:

Pm = @1P1 + @2P> (4)

donde ¢1 y @2 representan las fracciones en volumen de agua y etanol y P1 y P2 sus

respectivos indices de polaridad.
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Tabla 3. Indices de polaridad de mezclas de etanol [29]

Porcentaje de etanol (%) Indice de polaridad

100 5,2
80 5,96
50 7,1
20 8,24

El aumento del indice de polaridad de la mezcla solvente parece haber sido la

causa del incremento en el rendimiento de extraccion.

6.6 Modelado de las curvas de extraccion

Para representar las curvas de extraccion experimentales se utilizaron los modelos

de particion termodinamica y los modelos cinéticos de uno y dos sitios.

Para este proposito se estimé que la masa inicial de AQs disponibles en la matriz
vegetal (mo) es de 24 mg de AQs / g de muestra. Este valor corresponde al rendimiento
méaximo de AQs obtenido en los experimentos de extraccion llevados a cabo en este
trabajo de tesis y correspondid a la aplicacion combinada de EAU y EAM, utilizando

benceno y acetato de etilo como solventes, como se report6 en el Capitulo IV [27].

El coeficiente de reparto Kp del modelo termodinamico de particion se considerd
independiente de la presion. El valor de Kp a 120°, 170° y 220°C se calculé a partir de
datos experimentales de solubilidad de alizarina en agua caliente presurizada,
reportados por Pongnaravane y col. [9], suponiendo una concentracion uniforme de
AQs en la matriz vegetal igual a 24 mg/g. Los valores de Kp se reportan en la Tabla 4.
Las curvas de extraccién predichas por este modelo a 170°C muestran un rendimiento
cercano al 100% de AQs (24 mg/g) a los 120 minutos, para los tres valores de caudal de
agua estudiados en este trabajo. Los rendimientos alcanzados en los ensayos
experimentales a los 120 minutos fueron menores (con un valor maximo de 18.9 mg/g
en la operacion a 170°C, 60 bar y 7 mL/min), lo que indica la presencia de un control

por transferencia de masa en el proceso. La Tabla 4 muestra los valores del desvio
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relativo promedio (AARD) entre el rendimiento predicho por el modelo termodinamico

de particion (X%°) y el valor experimental (X%°):

AARD% = 1N 3,0 = D'NEi()X,i'calc — X,itexp | /(X iTexp)) x 100]

()

donde N representa el nimero de réplicas de cada ensayo.No se pudieron modelar los
resultados de los ensayos de extraccion con mezclas de etanol-agua, por carecerse del

valor del coeficiente de reparto Kp para estos solventes.

Los parametros de los modelos cinéticos de uno y dos sitios se obtuvieron, por su
parte, mediante el ajuste de las curvas de extraccion experimentales, utilizando el
método de minimos cuadrados de la rutina de regresion Microsoft Excel Solver. La
Tabla 4 presenta los valores de estos pardmetros y la desviacion absoluta relativa
promedio (AARD) entre los rendimientos de extraccion predichos y los experimentales.
Los resultados muestran que solo el modelo de desorcidn cinética de dos sitios es capaz
de correlacionar los datos experimentales con una precisién razonable. Las curvas
contindas en las Figuras. 3, 6 y 7a representan el camino de extraccion predicho por el

modelo de desorcion cinética de dos sitios.
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Tabla 4. Resultados de los modelos de extraccion

Condiciones experimentales

Modelo cinético de

desorcion un sitio

Modelo de particion

Modelo cinético de desorcion dos sitios A
termodinamica

T (°C) P (bar)  Flujo (mL/min) % v/v agua ke (min'Y)  AARD% F ka1 (mint)  ka2(mint)  AARD% Kp AARD%
120 60 5 100 0.0014 31.71 0.13 0.0902 0.0001 0.11 167 80
170 60 5 100 0.0087 14.83 0.47 0.0333 0.0017 1.35 46 53.67
220 60 5 100 0.0027 34.27 0.20 0.0865 0.0003 0.75 28 78.95
170 45 5 100 0.0081 18.04 0.31 0.0497 0.0031 1.92 46 59.57
170 75 5 100 0.0053 28.00 0.21 0.0855 0.0022 1.42 46 68.10
170 60 3 100 0.0054 15.57 0.27 0.0427 0.0017 1.49 46 63.38
170 60 7 100 0.0182 11.40 0.78 0.0334 0.0003 3.81 46 34.34
170 60 7 40 0.0055 27.27 0.33 0.0923 0.0005 1.69 - -
170 60 7 40 0.0043 23.84 0.26 0.0553 0.0006 0.91 - -
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6.7 Conclusiones

En este capitulo se mostraron los resultados obtenidos en las extracciones PHWE
de AQs de Heterophyllaea pustulata. Se estudid el efecto de la temperatura, presion y
caudal de agua en la extraccion de soranjidiol, rubiadina, 1-metil éter rubiadina y 2-
hidroxi-3-metil antraquinona. EI méaximo rendimiento de AQs obtenido fue de 18,9 mg
de AQs totales / g de vegetal trabajando a 170°C, 60 bar y 7 mL / min durante 2 horas.
Como era de esperar, la presion no tuvo un efecto significativo, excepto a altas
presiones, donde se produjo una disminucién del rendimiento por una posible
compactacién del lecho de extraccion. Por su parte, un incremento de la temperatura
incremento la extraccién de antraquinonas, pero se detectd una posible degradacion
térmica a los 220 °C. Por otra parte, el agregado de etanol al agua resultd en una
disminucion del rendimiento de AQs. Finalmente, el modelo de desorcion cinética de
dos sitios permitié correlacionar adecuadamente las curvas experimentales de

extraccion.
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CAPITULO VII

COMPARACION DE LOS METODOS DE EXTRACCION
DE ANTRAQUINONAS

7.1. Introduccion

En este capitulo se realiza una comparacion de los distintos métodos empleados
en este trabajo de tesis para la extraccién de antraquinonas (AQs) de H. pustulata,

detallados en los capitulos anteriores.

En primer lugar se comparan los métodos de extraccion Soxhlet, extraccion
asistida con ultrasonidos (EAU) y extraccién asistida con microondas (EAM),
utilizando solventes organicos de polaridad creciente (hexano, benceno y acetato de
etilo). Luego se efectlia una comparacion de las técnicas anteriores, incluyendo también
la extraccion con agua caliente presurizada (PHWE), utilizando en todos ellos mezclas

de etanol-agua como solvente.

Finalmente se comparan entre si los distintos métodos y solventes operando en sus
condiciones Optimas, a fin de determinar la técnica de extraccion con la que se obtiene

el maximo rendimiento de AQs.
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7.2. Comparacion de los métodos de extraccion con benceno y

acetato de etilo

Las extracciones Soxhlet, EAU y (EAU + EAM) fueron investigadas partiendo
de tallos y hojas de H. pustulata como materia prima. La Tabla 1 resume el rendimiento
total de AQs (rubiadina + soranjidiol + 1-metil éter rubiadina + 2-hidroxi-3-metil
antraquinona) por unidad de masa vegetal obtenido con los tres métodos, para ambas
matrices vegetales (tallos y hojas), mediante la adicion de ambos solventes de
extraccion (benceno y acetato de etilo). En la misma tabla se reporta ademas el tiempo
de extraccion, la cantidad de solvente utilizado por unidad de muestra y la eficiencia del
proceso, medida a través del rendimiento total de AQs por unidad de masa vegetal y por

unidad de tiempo.

Tabla 1 Comparacion de los rendimientos obtenidos con benceno + acetato de etilo [1]

Método Matriz Rf:tillnx(egnsto Tiempo  Consumo solvente (IEnl]‘gc::ch;/aé
Extraccion Vegetal (mg /g vegetal) (h) (mL/g vegetal) vegetal xh)
Soxhlet tallos 3,43 16® 36 0,21
hojas 1,22 16® 60 0,07
EAU tallos 16,81 20) 20 8,40
hojas 1,64 2) 20 1,65
EAU+EAM tallos 23,92 1,250 20 19,12
hojas 6,33 1,250 20 5,04

®8 h benceno + 8 h acetato de etilo; ® 1h benceno + 1 h acetato de etilo; © 1h benceno + 15 min acetato de etilo

Estos resultados corresponden a los rendimientos obtenidos bajo las siguientes

condiciones operativas:

1. Extraccion Soxhlet: Presion atmosférica; 20 mL de solvente / gramo de muestra
durante 8 h con benceno + 8 h con acetato de etilo.
2. Extraccion EAU: Temperatura = 50°C; potencia = 80 W; 20 mL de solvente / gramo

de muestra durante 1 hora.
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3. Extraccion EAU + EAM: i) Condiciones EAU: Temperatura = 50°C; potencia = 80
W; 20 mL de benceno / gramo de muestra durante 1 hora. ii) Condiciones EAM:
Temperatura = 50°C; potencia = 900 W; 20 mL de acetato de etilo / gramo de

muestra durante 15 min.

El andlisis de la tabla muestra que el proceso de extraccion convencional con
Soxhlet tiene el menor rendimiento de extraccién de AQs totales: 3,43 mg AQs /g de

tallos y 1,22 mg AQs / g de hojas.

El rendimiento de extraccion se incrementd en la EAU a 16,81 mg AQs / g de
tallos y 1,64 mg AQs / g de hojas, reduciendo ademas el tiempo y la cantidad total de

solvente utilizado.

El método que combina un tratamiento inicial EAU con benceno, seguido de
EAM con acetato de etilo dio los mejores resultados, produciendo el mayor rendimiento
de AQs totales: en tallos y hojas (23,92 mg AQs / g de tallos y 6,33 mg AQs / g de hojas

en el menor tiempo Yy utilizando la misma cantidad total de solvente que la EAU.

En la Figura 1 se grafican los rendimientos relativos obtenidos en el procesamiento
de hojas y tallos de H. pustulata con los tres métodos estudiados, aplicando benceno y
acetato de etilo como solventes. La figura muestra claramente el incremento en la
recuperacion de AQs lograda con las metodologias alternativas EAU y EAM. También
se observa que el rendimiento de AQs obtenido en el procesamiento de tallos es

notoriamente superior al de hojas.
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Figura 1. Comparacion del rendimiento de AQs totales de hojas y tallos, extraidas con

benceno y acetato de etilo [1]

Para completar la comparacion, se procedio a estimar el consumo de energia de

cada uno de estos métodos de extraccién. Para ello se aplico la siguiente ecuacion:

Consumo total de energia

Consumo de energia = .
mg AQs
g material

¥ g material procesado

1)

en la que el consumo total de energia se obtuvo multiplicando la potencia del equipo por

el tiempo de extraccion:

Consumo toftal de energia = potencia del equipo X tiempo

La Tabla 2 resume los resultados obtenidos.

()

Barrera Vazquez, Maria Fernanda. 2015

138



Tesis Doctoral — Capitulo 1 139

Tabla 2. Consumos de energia

Masa Rendimiento Consumo Consumo de

Metodo Matriz Utilizada  (mg AQs /g mg de AQs total de Energia

Extraccion  vegetal ) vegetal) extraida energia (kJ)  (kJ/mgAQ)
Soxhlet tallos 5 3,43 17,15 4320 251,89
hojas 3 1,22 3,66 4320 1180,32
UAE tallos 1 16,81 16,81 576 34,26
hojas 1 1,64 1,64 576 351,21
UAE+MAE tallos 0,3 23,92 7,17 1098 153,13
hojas 0,3 6,33 1,89 1098 580,95

El consumo de energia en las extracciones Soxhlet fue notablemente superior a la
energia utilizada en los procesos EAU y EAU + EAM. Por otra parte, los menores
rendimientos de extraccion obtenidos al procesar las hojas de H. pustulata se traducen
en un consumo energético apreciablemente mayor que el correspondiente al

procesamiento de tallos.

Finalmente, la Figura 2 muestra, para cada matriz vegetal, el porcentaje de cada
AQs y el acumulado total calculado como la cantidad de AQs extraida por ambos
solventes a las condiciones 6ptimas seleccionadas para cada técnica. La figura muestra
un notable incremento en la extraccion de rubiadina, soranjidiol y 1-metil éter rubiadina
mediante la aplicacion combinada de extraccion con benceno asistida por ultrasonidos,
seguida de una extraccion asistida por microondas, aplicando acetato de etilo. Este

incremento es particularmente notable en el procesamiento de tallos.
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Figura 2. Rendimientos de extraccion de AQs con benceno + acetato de etilo: AQs
extraidas de hojas y tallos a las condiciones 6ptimas de operacion de cada técnica [1]

7.3. Comparacion de los métodos de extraccion con mezclas

de etanol-agua

En esta seccion se comparan las tecnologias EAU, EAM y PHWE con la técnica

convencional Soxhlet para la extraccion de AQs a partir de tallos de H. pustulata. En

todas las técnicas se emplea una solucién de etanol-agua como solvente, buscando

reemplazar los solventes nocivos utilizados en las extracciones tradicionales.

La comparacion se efectla para las siguientes condiciones operativas en cada

método:

1. Extraccidén Soxhlet: Presién atmosférica; composicion agua - etanol = 60% etanol

v/v; tiempo de extraccion =9 hs,

2. Extraccion EAU: Temperatura de extraccion = 55°C; composicion agua - etanol =

60% etanol v/v; relacién solvente/muestra = 20 mL de solvente / gramo de muestra;

tiempo de extraccién = 30 minutos.
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3. Extraccion EAM: Temperatura de extraccion = 80°C; composicién agua - etanol =
80% etanol v/v; relacién solvente/muestra = 20 mL de solvente / gramo de muestra;
tiempo de extraccion = 45 minutos.

4. Extraccion PHWE: Temperatura de extraccion = 170°C; presion = 60 bar;
composicion agua - etanol = 60% etanol v/v; caudal de solvente = 7 mL/min; tiempo

de extraccién = 2 hs.

La Tabla 3 compara los resultados obtenidos con cada uno de estos métodos. Con
respecto a la PHWE, a fines comparativos se selecciono la extraccion realizada con una
composicion solvente de 60% v/v de etanol, aunque ésta no haya sido la alternativa

Optima para este proceso.

Tabla 3. Comparacion de los rendimientos obtenidos con etanol - agua

: Consumosolvente  Rendimiento AQs ~ Chiencia
Meétodo (mL/g vegetal) (mg /g vegetal) (mg AQs/g
vegetal xh)
PHWE 840 8,65 432
=AU 20 3,28 6,56
EAM 20 4,28 5,70
Soxhlet 15 1,59 0.17

El andlisis de esta tabla muestra que el proceso PHWE arroja los mayores
rendimientos de AQs (8.65 mg AQs / g tallos), con valores que duplican los
rendimientos obtenidos en las extracciones EAU y EAM. Sin embargo, si se tienen en
cuenta los tiempos de extraccion involucrados en cada uno de estos procesos, las
eficiencias (medidas como mg AQs / g vegetal x h) no mantienen el mismo
ordenamiento. La maxima eficiencia corresponde al proceso EAU, seguido por EAM,
PHWE y Soxhlet. Por lo tanto la técnica con mayor eficiencia result6é la EAU, con 6,56

mg AQs/ g vegetal x h,

El consumo de solvente por unidad de muestra en las extracciones PHWE resulta
muy superior a las otras técnicas, debido a que se trata de un sistema dinamico en el que

el solvente es bombeado continuamente a través de la muestra.
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En la Tabla 4 se muestran los resultados correspondientes a los calculos de
consumo de energia, utilizando las ecuaciones (1) y (2). En el caso del proceso PHWE
el consumo de energia se calculd teniendo en cuenta el calor necesario para calentar el
solvente, mas el trabajo de bombeo, que se comput6 teniendo en cuenta el caudal de
solvente y el tiempo de extraccion. Esta tecnologia mostrd6 un consumo de energia

inferior a las otras técnicas ensayadas.

Tabla 4. Consumos de energia

, imi Consumo total Consumo de
A oAy MSEAX Carewrga g
vegetal) (kJ) (kJ/mgAQ)

PHWE 1 8,65 8,65 496,65 57,41
EAU 0,25 3,28 0,82 144,00 175,60
EAM 0,5 4,28 2,14 2430 1135,51
Soxhlet 29 1,59 46,11 4860 105,40

En la Figura 3 se muestra la concentracion relativa de cada una de las AQs
analizadas. La rubiadina y el soranjidiol resultaron las AQs con mayor concentracion en
todos los extractos, con valores que duplican la concentracion de la 1-metil éter
rubiadina y la 2-hidroxi-3-metil antraquinona. Ademas, se puede apreciar que la EAU
favorece la extraccion de 1-metil éter rubiadina, lo cual podria deberse al efecto del
ultrasonido sobre la difusion de esta molécula de mayor tamafio. EI mismo efecto se
observo en la EAU, utilizando benceno y acetato de etilo como solventes. Por otra parte,
la PHWE favorece aun mas la extraccion de las AQs mayoritarias, lo cual podria
explicarse por una mayor afinidad de estas moléculas con el agua debido a la presencia
de una mayor cantidad de grupo hidroxilos en su estructura y/o a la mayor cercania de la
temperatura de trabajo (170°C) con el punto de fusién del soranjidiol (275°C), en
comparacion con los puntos de fusion de la 2-hidroxi-3-metil antraquinona (302°C) y la
1-metil éter rubiadina (291°C) [3].
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Figura 3. Rendimientos de extraccion de AQs con etanol - agua

7.4. Comparacion general de los métodos de extraccion

En esta seccién se comparan los resultados obtenidos con las distintas técnicas
de extraccion, operando bajo las condiciones 6ptimas para cada uno de los solventes
ensayados. La Tabla 5 resume las condiciones operativas aplicadas en cada caso y los
resultados obtenidos en los ensayos experimentales para la extraccion de AQs a partir
de tallos de H. pustulata, asi como las eficiencias y consumos energéticos calculados a

partir de estos resultados.
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Tabla 5. Comparacion de los métodos de extraccion operando bajo las respectivas
condiciones éptimas

Condiciones operativas Consumo

solvente Rendimiento Eficiencia Consumo
Método ; AQs (mg /g (mg AQs/g energia
Temperatura Tiempo (mL/g
(°C) (h) Solvente muestra) vegetal) vegetalxh)  (kJ/mgAQs)
PHWE @ 170 2 agua 840 18,59 9,29 35,04 ®
0,
PHWE @ 170 2 60% 840 8,65 4,32 57,41
etanol
Benceno
EAU 50 2 " 20 16,81 8,40 34,26
Acetato
de Etilo
0,
EAU 55 0,5 60% 20 3,28 6,56 175,60
etanol
AU+ EAU 50y Ben;eno
EAM EAM 1,25 Acetato 20 23,92 19,12 153,13
variable -
de Etilo
0,
EAM 80 0,75 60% 20 3,54 472 1135,51
etanol
Benceno
Soxhlet ~lemperatura * 36 343 0,21 251,89
ebullicion Acetato
de Etilo
0,
Soxhlet | emperatura 9 60% 15 1,59 0,17 105,40
ebullicion etanol

@ Caudal solvente = 7 mL/min — Presion = 60 bar
®) Consumo total de energia = 651,45 KJ

Los resultados de la Tabla 5 y el grafico de la Figura 4 muestran que la
combinacion EAU + EAM utilizando como solventes benceno y acetato de etilo resulta
ser la mejor opcidn para la extraccion de AQs a partir de tallos de H. pustulata, ya que
presenta el mayor rendimiento (23,92 mg AQs / g vegetal) y la eficiencia mas alta
(19,12 mg AQs/ g vegetal x h).
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Figura 4. Rendimiento y eficiencia de extraccion de las AQs para cada técnica
empleada

Si bien con la combinacion de estas dos técnicas se obtiene un buen rendimiento
de AQs, los solventes que se emplean para la extraccion son peligrosos para la salud.
Desde este punto de vista, la tecnologia PHWE constituye una buena alternativa, ya que
utilizando agua como solvente, arroja valores muy razonables de rendimiento (18,59 mg
AQs /g vegetal) y eficiencia (9,29 mg AQs / g vegetal x h) [4]. Si bien, el consumo de
solvente por unidad de muestra es bastante superior a las otras técnicas, los costos de
calentamiento y bombeo del solvente resultan en un consumo total de energia mucho

menor que los otros métodos, como se observa en la Figura 5.
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Figura 5. Consumos de energia

Asi mismo, es interesante observar que las extracciones EAU y EAM con etanol
producen rendimientos de AQs del mismo orden de magnitud que la técnica Soxhlet
convencional con benceno y acetato de etilo. Este hecho es importante ya que se puede
obtener el mismo rendimiento utilizando solventes no perjudiciales y reduciendo
considerablemente el tiempo de extraccion, el consumo de solvente y la energia total

requerida.

Por lo tanto, las tres técnicas propuestas en esta tesis, EAU, EAM y PHWE, han
demostrado ser alternativas mas atractivas para la extraccion de AQs que la metodologia

convencional con Soxhlet.
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CAPITULO VIII

MODELADO TERMODINAMICO DEL EQUILIBRIO

ENTRE FASES EN SISTEMAS ANTRAQUINONAS +

SOLVENTES

8.1 Introduccion

El conocimiento del equilibrio entre fases, relevante para cualquier proceso de
separacién, requiere no soélo de datos experimentales sino también de modelos
matematicos confiables que permitan interpolar y extrapolar la informacion
experimental existente y predecir comportamientos de equilibrio en regiones donde tal
informacion es inexistente. AUn mas ambiciosa es la busqueda de modelos que permitan
predecir condiciones de equilibrio entre fases de sistemas para los que no existen datos

experimentales, utilizando informacion de otros sistemas.

El equilibrio de fases entre las antraquinonas (AQs) y los solventes, juega un
papel importante en el funcionamiento de los procesos de extraccion, por lo que la
capacidad de modelar matematicamente este equilibrio constituye una herramienta
fundamental a la hora de evaluar dichos procesos. En tal sentido, se han utilizando con
éxito modelos termodindmicos basados en ecuaciones de estado cubicas para calcular la
solubilidad de solutos complejos en dioxido de carbono presurizado [1-3]. Sin embargo,
la extrapolacion de estos modelos a temperaturas o presiones fuera del rango estudiado
no resulta confiable, ya que los parametros de interaccion binarios obtenidos a partir de

la regresion de datos experimentales de equilibrio sélido-gas no parecen seguir una
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tendencia particular [3]. Por otra parte, la aplicacion de modelos moleculares como los
mencionados queda restringida a sistemas para los que se disponga de informacion

experimental.

En tal sentido, los modelos termodinamicos a contribucion grupal tienen una
ventaja importante sobre los modelos moleculares, ya que se puede representar un gran

namero de compuestos y mezclas utilizando un nimero reducido de grupos funcionales.

En este trabajo de tesis, se aplicd la Ecuacion de Estado a Contribucion Grupal
con Asociacion, GCA-EOS [4], para modelar datos de equilibrio de fases disponibles en
la literatura de las mezclas de cetonas aromaticas (quinonas, naftoquinonas,
antraquinonas y antronas) con diferentes solventes. Para tal fin, se definié un nuevo
grupo funcional (AC = O) para representar las cetonas arématicas presentes en la
familia de compuestos estudiada. Los pardmetros para este nuevo grupo funcional se
determinaron mediante el ajuste de informacion experimental de compuestos puros y

datos experimentales de sistemas binarios.

8.2. Ecuacion de Estado a Contribucion Grupal con

Asociacion (GCA-EQS)

La Ecuacion de Estado a Contribucion Grupal GC-EOS fue originalmente
desarrollada por Skjold-Jgrgensen [5-6], para calcular el equilibrio liquido-vapor en
mezclas no ideales, con compuestos de peso molecular relativamente bajo, a presiones
de 25 a 30 MPa. Espinosa y col. [7] extendieron la aplicacion del modelo a compuestos
poco volatiles de alto peso molecular. En estos trabajos se consigue una buena
correlacion y prediccién del equilibrio liquido-vapor, liquido-liquido y liquido-liquido-
vapor de mezclas de fluidos supercriticos con triglicéridos y derivados, utilizando un

unico conjunto de parametros grupales [8].

res
En el modelo GCA-EoS la energia de Helmholtz residual (A ) contiene tres

. . . rep . atr o asoc
contribuciones: repulsiva (A ), atractiva (A ) y asociativa (A ).
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Ares — Arep + Aatr +AaSOC (1)

La contribucion repulsiva esta representada por la ecuacion de Carnahan-Starling

extendida a mezclas de esferas rigidas por Mansoori y Leland [9]

(A/RT)" :3(%](Y-1)+[%j(—Y +Y2-InY) +nlInY (2)
con:

7
-5) o
y
A :NZC:nidik 4)

donde n, es el nimero de moles del componente i, n el nimero total de moles de la
mezcla, NC el nimero de componentes, V el volumen total y d, el didametro de esfera-

rigida por mol de especie i.

La dependencia con la temperatura del didmetro de esferas-rigidas esta dada por la

siguiente funcion universal:

d, =1.065655d,, [1— 0.12exp(— %H (5)

donde Ty d son, respectivamente, la temperatura critica y el diametro critico del

componente i.

Hay tres formas diferentes de calcular el d. de cada componente: (i) realizar un
calculo directo con los valores de temperatura y presion critica, de manera que el
modelo cumpla con el punto critico y sus condiciones (primera y segunda derivadas de

la presion con respecto al volumen iguales a cero) [5]; (ii) ajustar el dc de un compuesto
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puro a partir de datos experimentales de presion de vapor (Tsat, PSAT) [5]; (iii) utilizar

la correlacion propuesta por Bottini y col. [10] para compuestos de alto peso molecular.

En el caso de gases permanentes y compuestos moleculares, se debe utilizar el
primer procedimiento. Para solventes ordinarios se aplica en general el método (ii); los
valores de dc obtenidos de esta manera estan generalmente dentro de 5% del d. dado
por el método (i), pero esta diferencia es significativa ya que las presiones de vapor de
un compuesto puro son sensibles al dc [5]. Aun mas sensibles al valor de dc son las
predicciones del equilibrio liquido-liquido. En este caso se obtienen mejores resultados
cuando dc estd méas cerca del valor calculado con las condiciones del punto critico
(método i).

La contribucion atractiva a la energia de Helmholtz residual tiene en cuenta las
fuerzas dispersivas entre los grupos funcionales, a través de una expresion de la

composicion local basada en el modelo NRTL [11], con dependencia de la densidad del

medio.
att V4 NC NG ; NG . NG
(A/RT)™ = 'EZ n > Vvid; D (0,940 74 / RTV)/ D 6z (6)
i j k 1

donde:

NN
q:Znin}qJ )
T

0= (%)i v, (8)

a;AQ;q
7, ~o| 2 o
Agij =0i — 09 (10)

En estas ecuaciones z es el numero de coordinacion (fijado en un valor igual a 10); vj‘ el
nimero de grupos del tipo j en la molécula i; gj ; el nimero de segmentos de superficie

asignados al grupo j; 6, la fraccion superficial del grupo k; g el ndmero total de
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segmentos de superficie (area total); 9; el parametro energético por unidad de superficie
que cuantifica las interacciones entre los grupos i vy j, y a; el parametro de no

aleatoriedad.

La energia atractiva entre los grupos i y j se calcula a partir de las energias de cada

uno de los grupos funcionales g;; y g;a través de la siguiente regla de combinacion:

9; =k;(9:9; )2 (11)

donde el parametro de interaccion binaria k; es simétrico (k;=k;;). Ambos parametros g

y k;; son dependientes de la temperatura:

. T o [T
g; = gl[1+ 9, _l_—j*—l}r g, In[T_:H (12)

K, _k{uki. In LJ] (13)
I R

donde T, es la temperatura de referencia del grupo i; gJJ g'jj y g'lfj son los parametros

de energia de grupo puro y kIJ and ki'j are son los parametros de interaccion binaria

entre grupos de distinta especie.
La contribucion asociativa a la funcién de Helmholtz también es de caracter

grupal, y es calculada con una expresion a contribucién grupal [4,16] basada en la teoria

de Wertheim [17] de fluidos con asociacion:

assoc  NGA M; _ (ki)
=0 > [ In X «Y SRAN 1Y) (14)
RT & 2 |72

i=1

donde NGA representa el nimero de grupos que asocian, n; es el nimero total de moles

del grupo asociativo i, Mi el nimero de sitios de asociacion asignados al grupo i y X&' la
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fraccion del grupo i no asociada a través del sitio k. EI nimero de moles del grupo

asociativo i esta dado por la siguiente expresion:
NC
assoc — 1,assocC
m=1

i,assoc

donde v, es el numero de grupos asociativos i en la molécula m y n, el nimero

total de moles de la molécula m. La suma incluye a todos los componentes de la mezcla.

La fraccion de grupos i no asociados a través del sitio k esta determinada por la

siguiente expresion:

_ NGAM, : T
N ZZP?SSOCX(I'J)A(“I'J) (16)

j=1 1=1

donde la sumatoria se extiende a todos los NGA grupos asociativos y M; sitios activos
de cada grupo. x *")depende de la densidad molar de grupos asociativos p; y de la

fuerza de asociacion AKkil.):

o=
=0 a7)
AkID = (i) [eXp(g(k’i’l’j)/kT)_l] (18)

La fuerza de asociacion entre el sitio k del grupo i y el sitio | del grupo j depende
de la temperatura T y de los pardmetros de asociacion xy ¢, los cuales representan el

volumen y la energia de asociacion, respectivamente.

Las propiedades termodinamicas necesarias para el calculo del equilibrio entre
fases se obtienen a partir de la diferenciacion de la energia de Helmholtz residual. El
factor de compresibilidad (Z) y el coeficiente de fugacidad & del componente i en la

mezcla estan dados por:
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N |«

VO vt [ 1Yo
Z assoc = n ov ((A /RT)aSSOC)T'”_ ni|:2(x(k,i) 2)( oV jT,n:l (19)

Inge™ = aa (A% 1RT )

q

ABSSOC el M (k'i) M. * s 1 1)\ 0 X(k'i)
In = assoc (Inx (k) j"'_l +n; [ " __j
Ng, ; {; 2 2 ; X®D 2 L an, .

Las expresiones finales para dichas contribuciones dependen del nimero de
grupos de asociacién NGA y del numero de sitios de asociacion M; asignados a cada
grupo i.

Los célculos de los efectos asociativos realizados en este trabajo de tesis estan

basados en el enfoque de minimizacion propuesto por Michelsen y Hendriks [14] y Tan

y col. [15] para calcular la fraccién x*Dde sitios no-asociados. Detalles de este
procedimiento fueron reportados por Soria y col.[16].

8.3 Equilibrio de fases en sistemas solido-fluido

Cuando el equilibrio de fases involucra una fase solida, no es posible utilizar una
ecuacion de estado convencional para calcular directamente la fugacidad de dicha fase,
ya que las ecuaciones de estado no son adecuadas para representar las propiedades del
estado solido. Sin embargo, es posible calcular la fugacidad del soluto solido,
relacionandola con la fugacidad en estado de vapor o de un liquido ‘“hipotético”

subenfriado a la temperatura del sélido [20].

En el primer caso, la fugacidad f5(T,P) de un soluto sélido puro a la temperatura T

y presion P se calcula a partir de la fugacidad del vapor en equilibrio con el solido a

sub
dicha temperatura y a su correspondiente presion de sublimacion P, corregida con la
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expresion de Poynting para tener en cuenta el cambio de la fugacidad de una fase
condensada con la presion:
S
f5(T,P) =g’ (T,P*)P*® eXp[L(p _ piSUb):|

RT 1)

En esta ecuacion ¢, es el coeficiente de fugacidad del soluto puro en fase vapor a la

temperatura T y presion de sublimacion P y la variable VS en el término exponencial

(correccion de Poynting) representa el volumen del sélido.

Un camino alternativo para calcular la fugacidad de la fase solida es a través de la
condicion de equilibrio con un liquido hipotético subenfriado. Prausnitz y col. [21]
demuestran que la fugacidad f° de un soluto sélido puro a la temperatura T y a la presion
P, del punto triple puede calcularse a través de la siguiente ecuacion:

|nff(T,PO)=|nfiL(r,P0)—ﬂ£1— 1] 22)

R \T T,
donde Tti y AHs; representan, respectivamente, la temperatura y el calor de fusion del
soluto y donde f(T,P,)representa la fugacidad del soluto en estado liquido

subenfriado. Introduciendo correcciones de Poynting para tener en cuenta el efecto de la
presion sobre la fugacidad de las fases solida y liquida, la ecuacion anterior toma la

forma:

Inf(T,P)=In ff(ﬁPH%(P—PO)—%(LLJ 23)

En general el segundo término de la ecuacion anterior puede despreciarse, ya que

la diferencia entre los volumenes de las fases sélida y liquida es muy pequefia.

Para calcular la solubilidad y, de un soluto sélido 1 en un solvente supercritico,

puede aplicarse la ecuacion (21) junto con la expresion de fugacidad del soluto en la

fase supercritica, resultando:
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Psub (0\1/ (T, PSUb) Vls w“
=B on V2o

P @'(T,P RT
o (T,P,y,) (24)

sub
donde RO/P

representa la solubilidad ideal y los restantes tres factores se agrupan en
el llamado factor de enriquecimiento E. El orden de magnitud de E se determina
principalmente por el coeficiente de fugacidad de soluto en la fase fluida, que suele ser
muy pequefio en condiciones cercanas al punto critico del solvente. Esto hace que la

solubilidad del soluto se incremente varios 6rdenes de magnitud en dicha region.

Una dificultad que suele presentarse al querer aplicar la ecuacion (24) al calculo
del equilibrio sélido-fluido, es la carencia de informacion experimental sobre presiones
de sublimacion del soluto. Un camino alternativo es aplicar la ecuacion (23) para
calcular la fugacidad del soluto so6lido, igualandola a la fugacidad del soluto en la fase
supercritica. Despreciando el término de Poynting de la ecuacion (23), la solubilidad del

soluto en el solvente supercritico puede calcularse como:

AH 1 1
YT,P B FE) e
o ( )XeXp{ A (T Tmﬂ

o (T,P.y)

Y. = (25)

Para aplicar la ecuacion (25) se requiere disponer de informacion sobre la

temperatura y el calor de fusion del soluto y calcular con una ecuacion de estado el
L
coeficiente de fugacidad del soluto puro como liquido hipotético %1 y el coeficiente de

AV
fugacidad del soluto en la fase supercritica % .

La ecuacion (25) puede aplicarse también para calcular la solubilidad sélido-

liquido del soluto 1. En este caso el denominador de la ecuacion contiene el coeficiente

AL
de fugacidad del soluto en la fase liquida #= (funcién de temperatura, presion y

composicion de dicha fase). Teniendo presente que el cociente:

¢r(T.P.x)

= 26
/TP =
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representa el coeficiente de actividad del componente i en la fase liquida y1, se deduce

E
entonces que puede aplicarse un modelo de energia de Gibbs de exceso G para calcular
la solubilidad del soluto solido i en la fase liquida, a traveés de una ecuacion equivalente
a la ecuacion (25):

X, = " (27)

8.4. Parametrizacion del modelo GCA-EOS

El estudio del equilibrio entre fases de sistemas solvente + soluto se realiz
incluyendo entre los solutos a las cetonas aromaticas y compuestos derivados, tales
como quinonas, naftoquinonas, antraquinonas y antronas. En la Figura 1 se muestra la

estructura quimica de los compuestos estudiados en este trabajo.
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(1) Quinona (2) 9,10- antraquinona (3) antrona
O O
- COC
O
(4) 1,4- naftoquinona (5) 1,4-dihidroxi-9,10- (6) 1,8-dihidroxi-9-antrona

antraqumona

O

(7) 1- hidroxi-9,10- (8) 1,2-di hldrOX| -9,10- (9) 1-hidroxi-1-metil-9-
antraquinona antraquinona (Alizarina) antrona

O OH O OH O OH
O O

(10) 1-hidroxi-2-metil-9-
antrona

o™

HS
Figura 1. Estructura quimica de las cetonas aromaticas estudiadas en este trabajo

Para modelar estos sistemas, se definié un nuevo grupo funcional (ACO) para
representar a las cetonas arématicas, grupo que aun no estaba definido en el modelo
GCA-EOS. EIl grupo cetona ardbmatica es un grupo asociativo con un sitio dador de
electrones. Este grupo puede formar una asociacion cruzada con un sitio electropositivo
de otro grupo funcional, pero no puede autoasociar con otro grupo de su misma especie

ya que solo presenta sitios electronegativos.
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Para incluir el nuevo grupo ACO entre los grupos funcionales del modelo GCA-
EOS, debieron obtenerse sus pardmetros caracteristicos, incluyendo: i) parametros de
grupo puro (g*, g’ y g”); ii) de interaccion binaria y aleatoriedad (kij, K'ij, cij Yy oi); iii)
de asociacion (¢ y m). Estos pardmetros se obtuvieron por regresion de datos
experimentales de compuestos puros y de equilibrios de fases binarios, para lo cual se
realizé6 una extensa busqueda bibliografica. Los datos de equilibrio encontrados y
seleccionados corresponden a datos de presion de vapor (PV), equilibrio sélido-liquido
(SLE) y equilibrio sélido-fluido supercritico (SSCE).

En la Tabla 1 se resume informacion sobre la base de datos construida para
determinar los parametros del nuevo grupo funcional (i) y su interaccion con los grupos
funcionales (j) indicados en la segunda columna de la tabla. En la tercera columna se
indican los sistemas y el tipo de datos experimentales (VP, SSCE 6 SLE) disponibles.
Se completa la informacidn con los rangos de temperatura y presion que abarca cada set
de datos, el nimero de set de datos (N°) encontrados para cada sistema, el nimero de
puntos experimentales (N*®) seleccionados para la regresion, y la referencia (Ref) al
trabajo de la literatura en la que los datos fueron publicados. En la columna SD% se
reportan los desvios estandar resultantes de la regresion de datos experimentales:

(V% i 16 A = ex C 2
SD %: Desviacion estandar porcentual = [ys"—y;”J /“

exp
Ys

donde y* representa el valor de la propiedad calculada con el modelo GCA-EOS y los

pardmetros seleccionados.

El resto de pardmetros utilizados en este trabajo fue tomado de la literatura [5-6,
12, 17-19].
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Tabla 1. Datos experimentales de presion de vapor (VP), equilibrio sélido-liquido
(SLE), equilibrio solido- fluido supercritico- (SSCE) usados en el ajuste de parametros.

Grupo Rango de datos Experimentales
i j Sistemas T (K) P (bar) Nset NexP SD % Ref.
ACO AC/ACH VP 9,10-antraquinona 559-653 0.12-1.0 1 20 34 [22]
VP quinona 389-452 0.12-0.95 1 21 5.8 [22]
CO2 SSCE 9,10-antraquinona + CO2 308-318 80-300 2 16 22.1 [29]
SSCE quinona + CO2 308-363 80-350 5 48 27.3 [29-30]
H20 SLE antrona + H20 313-433 50 1 7 234 [31]
SLE 9,10-antraquinona + H20 313-433 50 1 7 441 [31]
ACCH3 SSCE 1,4-naftoquinona + xileno 283-325 1.01 1 14 1.28 [32]
SSCE 1,4-naftoquinona + tolueno 294-332 1.01 1 17 3.13 [32]
ACOH SSCE 1,4-dihidroxi-9,10-antraquinona+COz 308-348 122-405 5 40 40.1 [36]
SSCE 1,8-dihidroxi-9-antrona + CO2 308-348 100-355 5 50 76.4 [25]
SSCE 1-hidroxi-9,10-antraquinona + CO2 308-348 122-355 7 35 42 [26]
WSCH3 SLE 1,4 naftoquinona + etanol 280-335 1.01 1 20 18.6 [32]
CH20H SLE 1,4 naftoquinona + butanol 302-346 1.01 1 15 9.5 [32]
CHOH SLE 9,10 antraquinona + isopropanol 298-318 1.01 1 5 4.8 [33]
CHsCO SLE 9,10-antraquinona + metil etil cetona 298-318 1.01 1 5 8.9 [33]
SLE 1,4 naftoquinona + acetona 293-320 1.01 1 17 7.2 [32]
CH2CO SLE 9,10-antraquinona + metil etil cetona 298-318 1.01 1 5 6.9 [33]

El diametro critico (dc) de las cetonas ardmaticas estudiadas no puede ser
calculado siguiendo el procedimiento propuesto por Skjold-Jargensen [6]; es decir, a
partir de las propiedades criticas o0 ajustando datos de presion de vapor. La razon es la
baja volatilidad de estos compuestos, 1o que genera incertidumbres en los valores muy
bajos de sus presiones de vapor. Por otra parte, la mayoria de estos compuestos sufre
una descomposicion térmica antes de llegar a su punto critico, por lo que sus
propiedades criticas no pueden determinarse experimentalmente. Por esta razon, en este
trabajo de tesis el diametro critico de los solutos se tomd como un parametro de
optimizacion, con lo que se perdio el caracter predictivo del modelo en los célculos de
solubilidad de los s6lidos.

En la Tabla 2 se muestran los valores de diametro critico obtenidos para las
moléculas estudiadas, junto a las deméas propiedades fisicas de compuestos puros

necesarias para modelar el equilibrio solido-fluido.
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Tabla 2. Propiedades fisicas de cetonas aromaticas empleadas en los célculos del
equilibrio solido-fluido con la ecuacion GCA-EOS

Te Pc To Ts AHs dci?

Compuestos (K) (bar) (K) (K)  (I/mol)  (cm/mol)
1 Quinona 683°  58.04° 4540 386°  18400°  4.3400
2 9,10- antraquinona 900°  31.15° 653.05° 558  32620°  5.8100
3 Antrona 923.03°  32.64°  657.5°  428.15° 26800°  5.4200
4 1,4-naftoquinona 877.21°  40.15°¢ 610.34°  399.15% 22541¢ 5.3600
5  14-dihidroxi-9,10-antraquinona  927.55°  48.86°  703.0°  472.0° 19779  6.4243
6  1,8-dihidroxi-9-antrona 1095.13° 49.72°  818.82° 450.66° 23500¢  6.7284
7 1- hidroxi-9,10- antraquinona 1055.8°  39.49°  77543°¢  459F 19779  6.4616
8  1,2-dihidroxi-0,10-antraquinona ~ 927.55°  48.86°  703.0°  472.0° 19779  5.1837
9 1-hidroxi-1-metil-9- antrona 969.79°  39.49°  506.4° 408 26779  6.3117
10 1-hidroxi-2-metil-9- antrona 960.79°  30.10° 502.89°  407° 26779  6.5558

(@) Desde el NIST (National Institute of Standars-USA) http://webbook.nist.gov/chemistry/
(b) Desde el DIPPR [22]

(c) Calculado con el método Joback a la contribucion grupal, Poling y col.[23]

(d) Calculado en la ec. (8) de Fornari y col. [24]

(e) De Karamiy col. [25]

(f)  De Shamsipur y col. [26].

(g) Calculado por un proceso de optimizacion.

La Tabla 3 reporta los nuevos pardmetros del modelo GCA-EOS obtenidos a
partir del ajuste de los datos experimentales listados en Tabla 1, y a continuacion se

explica detalladamente el procedimiento seguido en la obtencién de los mismos.
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Tabla 3: Extension de la tabla de parametros GCA-EOS a mezclas que contienen cetonas

aroOmaticas
Parametros de grupo puro
grupo Ti* (K) Q g* g g”
ACO 600 0.704 636554.0 -0.0363 0.1896
Parametros de interaccién binaria
grupo i grupo j Kij K'ij aij aiji
ACO AC/ACH 1.005 -0.0417 12.868 13.696
CO, 1.052 -0.185 1.080 0.000
H.O 0.750 0.000 -0.340 0.000
ACCH3 0.700 -0.070 1.460 0.000
ACOH 0.700 0.120 4.600 -0.400
WSCHj3 0.700 0.105 -3.200 -0.100
WSCH, 0.790 0.090 -3.200 -0.100
CH,OH 1.000 0.011 -0.080 -0.100
CHOH 1.200 -0.200 4.600 0.000
CHsCO 1.090 0.187 0.100 1.090
CH.CO 1.200 -0.200 -3.600 0.120
Parametros asociativos
Asociacién-cruzada elk (K) K (cm®/mol)
ACO/OH y ACO/H,0 2905.0 0.066

Comenzando por los parametros de grupo puro, la temperatura caracteristica T*

del grupo cetona aromaética se fijo en 600K, como recomienda Skjold-Jorgensen para

grupos funcionales [5]. El parametro de superficie g se calculé a partir del area de Van

der Waals, de acuerdo a Bondi [27].

Los parametros de energia del grupo ACO y los parametros de interaccién binaria

entre los grupos ACO y ACH (6 AC), fue determinado ajustando las presiones de vapor

de la quinona y de la 9,10-antraquinona, cubriendo el rango de temperaturas que se

extiende desde el punto triple hasta el punto normal de ebullicion de estos compuestos.

La Figura 2 muestra coémo el modelo GCA-EOS reproduce estas presiones de vapor

[22] con una desviacion estandar de 5.8% y 3.4% respectivamente.
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Figura 2. Comparacion de las presiones de vapor calculadas con la ecuacion GCA-
EOS (lineas) y los datos experimentales (simbolos) de la 9,10-antraquinona (e) y la
quinona (0) [22]

Los pardmetros de interaccion binaria entre los grupos ACO y CO: fueron
obtenidos ajustando las solubilidades experimentales de la quinona y la 9,10-
antraquinona en CO> bajo condiciones isotérmicas [28-29]. En las Figuras 3 y 4 se

comparan las solubilidades experimentales y las calculadas con el modelo GCA-EOS.

e 308K
Eal | 4 318K

1E-5

Y,

1E-6
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Presion (bar)

Figura 3. Comparacion de la solubilidad calculada con la ecuacion GCA-EOS (lineas)
y los datos experimentales (simbolos) de 9,10-antraquinona en CO; ([26]).
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Figura 4. Comparacion de la solubilidad calculada con la ecuacién GCA-EoS (lineas) y
los datos experimentales (simbolos) de quinona en CO.: simbolos llenos: [28], simbolos
vacios [29].

Cuando los parametros a determinar corresponden a la interaccion entre el grupo
ACO y un grupo funcional que contiene sitios aceptores de electrones, debe tenerse
presente el fendmeno de asociacion entre estos grupos funcionales. Siguiendo el
enfoque propuesto por Gros [4], la asociacion en agua y alcoholes se represento a través
del mismo grupo asociativo OH, que presenta un sitio electropositivo (H) y uno
electronegativo (O). Los parametros de interaccion binaria y los parametros de
asociacion cruzada entre los grupos ACO y agua (H20) se obtuvieron ajustando las
solubilidades experimentales de la antrona y la 9,10-antraquinona en agua subcritica
bajo condiciones isobaricas [30]. La Figura 5 muestra los resultados obtenidos en la

correlacion.
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Figura 5. Comparacion de la solubilidad calculada con la ecuacion GCA-EOS (lineas)
y los datos experimentales (simbolos) de antrona (e) y 9,10-antraquinona (o) en H20 a
50 bar ([30]).

Los parametros de interaccion binaria ACO - ACCHjs fueron obtenidos ajustando
las solubilidades experimentales de 1,4 naftoquinona en tolueno y xileno, bajo

condiciones isobaricas [31]. El ajuste obtenido se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Comparacion de la solubilidad calculada con la ecuacion GCA-EOS
(lineas) y los datos experimentales (simbolos) de 1,4-naftaquinona en xileno (e) and
1,4-naftaquinona en tolueno (©) a 1 bar ([31]).

A partir de los datos experimentales de solubilidad de 1,4 naftoquinona en etanol
y en butanol [31] bajo condiciones isobaricas, se determinaron los siguientes parametros
de interaccién binaria: ACO - WSCH3, ACO - WSCH: and ACO - CH>OH, mientras
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que el parametro de interaccion binaria ACO - CHOH se obtuvo ajustando la
solubilidad experimental de 9,10-antraquinona en isopropanol, bajo condiciones
isobaricas [32]. Las Figuras 7 y 8 muestran los resultados de esta correlacion.

L L L L L L
280 290 300 310 320 330 340 350
Temperatura (K)

Figura 7. Comparacion de la solubilidad calculada con la ecuacion GCA-EOS
(lineas) y los datos experimentales (simbolos) de 1,4-naftaquinona en etanol () y 1,4-
naftaquinona en butanol (o) ([31])

10°

[ )
[ )
104 F
[ ]

1 0-5 'l 'l 'l 1
295 300 305 310 315 320

Temperatura (K)

Y4

Figura 8. Comparacion de la solubilidad calculada con la ecuacién GCA-EoS (lineas) y
los datos experimentales (simbolos) de 9,10 antraquinona en isopropanol a 1.01 bar

([32])

Los parametros representativos de la interaccion binaria ACO - CH2CO y ACO -
CH3CO se obtuvieron ajustando las solubilidades experimentales de 9,10-antraquinona
en metil etil cetona y 1,4 naftoquinona en acetona, respectivamente, bajo condiciones
isobaricas [31-32]. Las solubilidades calculadas con la ecuacion GCA-EOS se

comparan con los datos experimentales en la Figura 9.
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Figura 9. Comparacion de la solubilidad calculada con la ecuacién GCA-EoS (lineas) y
los datos experimentales (simbolos) de 1,4-naftaquinona en acetona (e) y 9,10
antraquinona en metil etil cetona (o) a 1 bar ([31]).

Los pardmetros de interaccion binaria ACO - ACOH fueron obtenidos ajustando
datos experimentales de equilibrio sélido-fluido supercritico de los siguientes sistemas
binarios: 1,8-dihidroxi-9-antrona + CO», 1,4-dihidroxi-9,10-antraquinona + CO, y 1-
hidroxi-9,10-antraquinona + CO- bajo condiciones isobéricas [25,26]. Como se puede
observar en las Figuras 10, 11 y 12, en este caso los desvios entre las solubilidades

calculadas y los datos experimentales resultaron mayores.
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Figura 10. Comparacion de la solubilidad calculada con la ecuacion GCA-Eo0S
(lineas) y los datos experimentales (simbolos) de 1,4-dihidroxi-9,10-antraquinona en
CO2 ([35]) @308 ('»), 318 (0), 328 ( m), 338(), 348( A)K.
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Figura 11. Comparacion de la solubilidad calculada con la ecuacion GCA-EoS
(lineas) y los datos experimentales (simbolos) de 1,8-dihidroxi-9-antrona en CO> ([25])
a 308 (»), 318 (0), 328 ( m), 338(0), 348( A )K.
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Figura 12. Comparacion de la solubilidad calculada con la ecuacion GCA-EOS (lineas)
y los datos experimentales (simbolos) de 1-hidroxi-9,10-antraquinona en CO- ([26]) a
308 (»), 318 (0), 328 ( m), 338(00), 348( A)K.
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8.5. Prediccion del equilibrio sélido-fluido de mezclas que

contienen cetonas aromaticas

Los parametros caracteristicos del nuevo grupo funcional ACO y de su
interaccion con otros grupos funcionales, reportados en la Tabla 3, se utilizaron para
predecir el equilibrio solido-fluido de sistemas conteniendo cetonas aromaéticas de la
familia de las quinonas. Los fluidos estudiados incluyeron CO2, H2O y etano. El
objetivo de estos célculos fue evaluar la capacidad predictiva del modelo y de los

pardmetros obtenidos.

En la Tabla 4 se listan los sistemas binarios estudiados, con los rangos de
temperatura y presion cubiertos. También se incluye el numero de set de datos y la
cantidad de puntos experimentales disponibles para la comparacién, asi como la
referencia a la fuente de informacién experimental. La columna SD% reporta los
desvios estandar porcentuales entre los datos experimentales y las solubilidades

calculadas con la ecuacién GCA-EOS.

Tabla 4. Datos experimentales sélido-fluido supercritico (SSCE) utilizados para
evaluar la capacidad predictiva de la ecuacion GCA-EQOS

Rango de datos
experimentales

Sistema T (K) P (bar) INset NeP SD%  Ref.
1,2-dihidroxi-9,10-antraquinona + H,O 398-473 40 1 8 23.1 [5]
1-hidroxi-1-metil-9-antrona + CO; 308-348 101-355 5 55 40.1  [31]
1-hidroxi-2-metil-9-antrona + CO; 308-348 101-355 5 55 427  [31]
1,4-nafthoquinona + etano 308-343 63-364 4 28 36.7 [34]
1,4-nafthoquinona + CO; 318-343 101-364 3 18 34.9 [34]

0/ 't A = exp _ ,cal 2
SD %: desvio estandar porcentual 100x \/z(ys Ys ] /N

exp
s

Las Figuras 13, 14 y 15 comparan, respectivamente, las predicciones de
solubilidad de la ecuacion GCA-EOS con los datos experimentales para 1,4-
naftoquinona [33], 1-hidroxi-1-metil-9- antrona [25] y 1-hidroxi-2-metil-9-antrona [25]

en CO», bajo condiciones isobaricas. Se observa una buena prediccion para el sistema
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1,4-naftoquinona + CO> [33]. Sin embargo, para los sistemas binarios de 1-hidroxi-1-
metil-9-anthrona y 1-hidroxi-2-metil-9-anthrona en CO> las desviaciones son grandes,
debido probablemente a la estructura mas compleja de estos compuestos y/o al pobre
ajuste alcanzado en el célculo de la interaccion ACO — ACOH, como se vio en la Tabla
1y en las Figuras 10-12. A pesar de ello se logra predecir la tendencia de los datos
experimentales, y obtener desvios estandar similares a los obtenidos en el ajuste de los

compuestos con grupos hidroxilos aromaticos.

La Figura 16, por su parte, muestra buenas predicciones de la solubilidad de la
1,2-dihidroxi-9,10-antraquinona en H>O subcritica a bajas temperaturas, pero
importantes desvios de los datos experimentales [34] a altas temperaturas.

Finalmente, la Figura 17 muestra una muy buena prediccion de la solubilidad de
1,4-naftoquinona en etano supercritico [33], indicandonos una buena capacidad de la
GCA-EOS para predecir el equilibrio a altas presiones.

102

10° F

Y

107k

100 150 200 250 300 350
Presion (bar)

Figura 13. Comparacion entre las predicciones GCA-EOS (lineas) y la solubilidad

experimental (simbolos) de 1,4-naftoquinona en CO> ([33]) a 308 (e), 318 (o), 328 (m),
338 (o) K.
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Figura 14. Comparacién entre las predicciones GCA-EOS (lineas) y la solubilidad
experimental (simbolos) de 1-hidroxi-1-metil-9- antrona en CO2 ([25]) a 308 (e), 318
(0), 328 (m), 338(0), 348( A)K.
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Figura 15. Comparacion entre las predicciones GCA-EoS (lineas) y la solubilidad
experimental (simbolos) de 1-hidroxi-2-metil-9-anthrona en CO2 ([25]) a 308 (e), 318
(0), 328 (m), 338(0), 348( A)K.

Barrera Vazquez, Maria Fernanda. 2015 172



Tesis Doctoral — Capitulo 1 173

10°

10 b

10°

1 0-6 1 1 1 1 1
390 400 410 420 430 440 450

Temperatura (K)

Figura 16. Comparacion entre las predicciones GCA-EOS (lineas) y la solubilidad
experimental (simbolos) de 1,2-dihidroxi-9,10-antraquinona en SC-H.O ([34])
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Figura 17. Comparacién entre las predicciones GCA-EOS (lineas) y la solubilidad
experimental (simbolos) de 1,4-naftoquinona en SC-etano ([33]).

Los modelos termodinamicos capaces de predecir el equilibrio de fases de
compuestos aromaticos complejos en solventes, cubriendo un amplio rango de
temperaturas y presiones, constituyen una herramienta esencial a la hora de evaluar la
viabilidad de procesos de separacion tradicionales y alternativos aplicados a la
recuperacion de estos compuestos. Estos modelos representan un ndcleo importante de
los paquetes de simulacién asistida por computadora de procesos quimicos. En tal

sentido, los resultados reportados en este capitulo muestran un buen potencial de la
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ecuacion de estado GCA-EOS para predecir las condiciones de equilibrio sélido-fluido

en un amplio rango de temperaturas y presiones.

8.5. Conclusiones

La biomasa constituye una excelente fuente de materia prima para la recuperacion
de productos bioactivos, como las antroquinonas, de gran interés para la industria
farmacéutica. El uso de solventes amigables con el medio ambiente para extraer estos
compuestos a partir de las matrices vegetales, constituye una alternativa de gran interés

tecnoldgico.

Para poder analizar la viabilidad de los procesos de extraccion, es necesario no
solo realizar ensayos experimentales, sino conocer las condiciones de equilibrio de fases
que gobiernan dichos procesos. Para ello se requiere contar con modelos
termodindmicos que permitan explorar el efecto de la temperatura, presion y
composicion sobre las condiciones de equilibrio y su consiguiente impacto en los

rendimientos alcanzados en el proceso.

En este capitulo se mostrd que la ecuacion de estado a contribucion grupal con
asociacion GCA-EQS, constituye una herramienta valida para predecir el equilibrio
solido-fluido en mezclas de cetonas arométicas con solventes no-toxicos, tales como

agua y dioxido de carbono, en un amplio rango de presiones y temperaturas.

Para poder aplicar la ecuacion a los sistemas de interés, debid definirse un nuevo
grupo funcional (ACO), representativo de las cetonas aromaticas e implementar un
proceso de regresion de datos experimentales sobre equilibrio de fases de sistemas en
los que dicho grupo funcional estad presente, a fin de calcular los parametros
representativos de dicho grupo y de su interaccién con otros grupos funcionales. Los
datos experimentales disponibles en la literatura son bastante escasos, lograndose
construir una base de datos incluyendo quinonas, naftoquinonas, antraquinonas y
antronas y sus mezclas con alcanos, agua, compuestos aromaticos, CO2, alcoholes y

cetonas. Los parametros obtenidos por regresion proporcionaron una representacion
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satisfactoria del equilibrio de fases de todos los sistemas estudiados. Por lo tanto, se
puede concluir que la extension de la ecuacion GCA-EOS permitira representar
adecuadamente un gran conjunto de compuestos derivados de la quinona, con
estructuras quimicas complejas, pudiendo constituirse asi en una herramienta predictiva
adecuada para el analisis, disefio y optimizacion de procesos de extraccion de estos

compuestos.
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CAPITULO IX

CONCLUSIONES Y TRABAJO A FUTURO

9.1. Conclusiones Generales

En el noroeste de nuestro pais crece en forma natural la especie Heterophyllaea
pustulata Hook f. (Rubiaceae), planta fototoxica caracterizada por contener compuestos
antraquinonicos con actividad fotosensibilizante, de gran interés para la industria
farmacéutica. La técnica habitual de obtencién de antraquionas (AQs) a partir de tallos y
hojas de H. pustulata consiste en aplicar sucesivas extracciones Soxhlet con solventes
de polaridad creciente. Teniendo en cuenta los requerimientos crecientes sobre la industria
de procesos, basados en los postulados de quimica verde, en este trabajo de tesis se planted
como objetivo central desarrollar técnicas de extraccion alternativas, basadas en nuevas
tecnologias, mas respetuosas con el medio ambiente, que no representen riesgo para la
salud y que garanticen una calidad superior de los productos. Las técnicas empleadas
para la obtencion de antraquinonas de H. pustulata incluyeron la extraccion asistida con
microondas, asistida con ultrasonido y la extraccidon con agua caliente presurizada (agua

subcritica).

Los estudios realizados sobre H. pustulata, muestran las distintas facetas que
fueron necesarias abordar para dar respuesta a los objetivos propuestos. Del analisis de
los resultados de las extracciones de antraquinonas asistidas por microondas,
ultrasonidos y agua subcritica, se pone de manifiesto que estos métodos extractivos

presentan las siguientes ventajas frente al método clasico de extraccion Soxhlet:
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e Aumento de los rendimientos y pureza de los extractos.
e Disminucion del tiempo de extraccion.

e Consumo reducido de solvente.

e Uso de solventes menos contaminantes y/o toXicos

e Reduccidn de los requerimientos energéticos.

Por lo tanto, las tres técnicas propuestas en esta tesis, extraccion asistida con
ultrasonidos, extraccion asistida con microondas y extraccién con agua subcritica
demostraron ser alternativas mas atractivas para la extraccion de antraquinonas que la

metodologia convencional con Soxhlet.

Ademas, la aplicacion del disefio experimental de Taguchi se constituy6 en una
herramienta Gtil para determinar las condiciones dptimas de extraccion utilizando
mezclas de etanol-agua, investigando la influencia de diferentes variables operativas,
con el fin de minimizar el nimero de pruebas y en consecuencia el tiempo y costo

experimentales.

De todas las técnicas empleadas, las extracciones con agua subcritica mostraron
un incremento en la recuperacion de AQs de hasta un 600% en comparacién con el
proceso tradicional Soxhlet aplicando disolventes de polaridad creciente. Por otro lado,
la utilizacion de agua subcritica redujo el tiempo de extraccion de 16 hs a 2 hs. Este alto
rendimiento de AQs es consecuencia de operar el proceso a temperaturas elevadas, del
orden de los 170°C. A estas temperaturas se incrementa la solubilidad de las AQs en
agua, como resultado de un acercamiento a sus puntos de fusion, y por la disminucion
de la constante dieléctrica y la asociacion molecular del agua, factores que favorecen la

solubilizacion de compuestos organicos no-polares o ligeramente polares.

Complementariamente con el trabajo experimental, se planted el modelado
termodinamico del equilibrio entre fase de compuestos antraquinénicos con fluidos

presurizados (CO, y H20). Para ello se utilizo la ecuacion de estado a contribucion

grupal GCA-EQS. Se definié un nuevo grupo funcional (ACO) para caracterizar a esta
familia de compuestos aromaticos y se llevé a cabo un proceso de parametrizacion,

basado en la informacion experimental disponible en la literatura sobre cetonas
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aromaticas. La presencia de un sitio electronegativo en el grupo ACO requirid
cuantificar su asociacion cruzada con los sitios electropositivos de otros grupos
funcionales tales como alcoholes y agua. Los pardmetros obtenidos para representar al
nuevo grupo ACO vy a sus interacciones con otros grupos funcionales, proporcionaron
una satisfactoria prediccion del equilibrio sélido-liquido y sélido-fluido supercritico en

mezclas conteniendo antraquinonas.

9.2. Trabajo Futuro

Los buenos resultados alcanzados en los ensayos de extraccion de AQs con agua
caliente presurizada (agua subcritica) abre el camino para explorar la utilizacion de

otros fluidos presurizados, tales como diéxido de carbono.

El uso de fluidos en estado supercritico, es decir a temperaturas y presiones
cercanas pero superiores a los valores correspondientes a su punto critico, se presenta
como una alternativa interesante para estudiar la extraccion de antroquinonas de H.
pustulata, en particular aquellas con propiedades fotosensibilizadoras y con potencial
aplicacion terapéutica. La densidad de un fluido supercritico es similar a la del liquido y
su viscosidad similar a la del gas [1]. El poder de disolucion de un fluido supercritico
varia con su densidad, la cual puede ser alterada, con pequefias variaciones en la presién
y/o en la temperatura de operacion del proceso, desde valores de fase liquida (etapa de
extraccion) hasta valores de fase gas (etapa de precipitacion del soluto) [2]. La alta
volatilidad de estos fluidos facilita su eliminacion del producto condensado y asegura
niveles muy bajos de solvente residual en el producto final, evitando procesos de
separacién posteriores, lo cual es muy importante en productos para aplicaciones

farmacéuticas [3].

Por otra parte, la aplicacion de métodos de disefio de experimentos constituye una
herramienta Gtil para investigar la influencia de diferentes variables en los ensayos

experimentales, con vistas a determinar las condiciones optimas de operacion.

Paralelamente con la investigacion experimental, resulta de fundamental

importancia adquirir capacidad para modelar las condiciones de equilibrio entre fases
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que gobiernan los procesos de extraccion supercritica. El funcionamiento de estos
procesos depende fuertemente del escenario de fases, el cual resulta altamente sensible a
cambios en sus condiciones operativas. Por lo tanto la ingenieria del equilibrio entre

fases juega un rol fundamental en el disefio de los mismos [4].

En la literatura se han utilizado ecuaciones de estado cubicas, tales como Peng-
Robinson [5,6] y Soave—Redlich—-Kwong [7], para correlacionar datos experimentales
de solubilidad de antraquinonas en CO. supercritico. La caracterizacion de productos
naturales a través de un enfoque molecular como el aplicado en estos modelos resulta
complicada, y la aplicacion del concepto de solucién de grupos se presenta como el
enfoque mas conveniente para el modelado termodindmico de los mismos. El enfoque
consiste en representar las propiedades de las mezclas solvente + producto farmacéutico
a través de las interacciones entre los distintos grupos funcionales presentes en la
solucién. Como se vio en el Capitulo VIII de esta tesis, la ecuacion de estado a
contribucion grupal con asociacion GCA-EoS [8] demostr6 tener una buena capacidad
predictiva para modelar las condiciones de equilibrio entre fases de las mezclas solvente

+ quinonas.

La informacion experimental disponible en la literatura sobre este tipo de
sistemas [5,6] es muy escasa, razén por la cual resulta necesario en una préxima etapa
medir datos de equilibrio entre fases (solido-liquido, solido-fluido supercritico, solido-
liquido-fluido supercritico) de solventes a alta presion, con quinonas, naftoquinonas y
antraquinonas naturales, asi como con otros compuestos poliaromaticos con
propiedades terapéuticas. Estos datos constituirdn la base experimental que permitird
ampliar la capacidad predictiva de la ecuacion de estado a contribucién grupal GCA-
EOS, de manera de transformarla en una herramienta predictiva del equilibrio entre
fases a las condiciones operativas de los procesos de extraccion de farmacos naturales
con fluidos presurizados (CO., agua, etanol). En tal sentido, se pretende potenciar la
capacidad de los modelos a contribucion grupal, que permite utilizarlos para predecir el
equilibrio a otras condiciones y para compuestos distintos de los estudiados

experimentalmente.
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