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Resumen

La chaya o chayamansa (Cnidoscolus aconitifolius) es un arbusto de rapido crecimiento cuya
especie es endémica de la peninsula de Yucatan. Esta se cultiva con fines medicinales y de
consumo humano, fundamentalmente en el sur de México, Centroaméricay algunas regiones
de Africa. El uso de esta planta se remonta a la época precolombina. En la actualidad, existen
muy pocos estudios que indiquen las posibles aplicaciones quimicas, bioldgicas y
fisicoquimicas que puedan presentar sus extractos. En el presente trabajo, se evalla una
metodologia para la extraccion de metabolitos secundarios en las hojas de la planta, asi como
su separacion, caracterizacion y aprovechamiento de la biomasa residual. También, se hace
una comparativa de la influencia de la temperatura y disolvente en dichos extractos. Para la
extraccion, se utilizaron técnicas de calentamiento por reflujo y en reactor de microondas,
utilizando como disolventes hexano, acetato de etilo e isopropanol, los metabolitos fueron
separados por cromatografia de columna utilizando como fase mdvil una mezcla de
hexano/acetato de etilo y como fase estacionaria gel de silice. Una vez aisladas, las
fracciones obtenidas se caracterizaron por UV-Vis, FT-IR, RMN y EMAR. Los resultados
indican la presencia, fundamentalmente, de acidos grasos en las fracciones obtenidas,
también se propone la estructura del producto natural saliramofenol para el metabolito
aislado clasificado como C1R1. Con la biomasa residual fue obtenido un material carbonoso
que fue caracterizado y utilizado para formar un material compuesto C-TiO2 que demostré
tener excelentes propiedades como fotocatalizador en la degradacion del azul de metileno.
La separacion y analisis espectroscopico profundo del resto de los principales constituyentes
de las hojas, su evaluacion bioldgica y la continuacién de la investigacion del uso de la

biomasa residual, forman parte del esfuerzo actual.



Abstract

Chaya or chayamansa (Cnidoscolus aconitifolius) is a fast-growing shrub endemic to the
Yucatan Peninsula. It is cultivated for medicinal and human consumption purposes,
primarily in Southern Mexico, Central America, and some regions of Africa. The use of this
plant dates to pre-Columbian times. Currently, very few studies indicate the possible
chemical, biological, and physicochemical applications that its extracts may present. In this
study, a methodology for the extraction of secondary metabolites in the plant's leaves, as
well as their separation, characterization, and utilization of residual biomass, is evaluated.
The influence of temperature and solvent on these extracts is compared. For extraction,
reflux heating and microwave reactor techniques were used. Hexane, ethyl acetate, and
isopropanol were chosen as solvents, and the metabolites were separated by column
chromatography using a mobile phase of hexane/ethyl acetate and silica gel as the stationary
phase. Once isolated, the obtained fractions and metabolites were characterized by UV-Vis,
FT-IR, NMR, and HRMS. The results indicate the presence of primarily fatty acids in the
obtained fractions. The proposed structure of the natural product saliramophenol is
suggested for the isolated metabolite classified as C1R1. A carbonaceous material was
obtained from the residual biomass, which was characterized and used to form a C-TiO>
composite material, which demonstrated excellent properties as a photocatalyst in the
degradation of methylene blue. The separation and in-depth spectroscopic analysis of the
remaining major constituents of the leaves, their biological evaluation, and further research

on the use of the residual biomass are part of the current effort.
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|. Introduccion

Las plantas han sido utilizadas durante siglos para el tratamiento de enfermedades y como
fuente primaria de alimentos, materiales y herramientas.! Especificamente las plantas
consideradas como medicinales contienen metabolitos secundarios que poseen propiedades
curativas y/o terapéuticas y su uso ha perdurado a lo largo del tiempo debido a su efectividad
y accesibilidad. La medicina herbal se basa en el conocimiento tradicional acumulado a lo
largo de generaciones, transmitido de forma oral o escrita.? Sin embargo, en la actualidad, la
investigacion cientifica ha permitido validar muchas de estas practicas ancestrales y
comprender mejor los mecanismos de accion de las plantas medicinales. De la misma forma,
la ciencia ha permitido desarrollar materiales con innumerables aplicaciones a partir de
plantas.

La chaya, especificamente la especie Cnidoscolus aconitifolius es una planta
originaria de la peninsula de Yucatan, Guatemala y Belice conocida fundamentalmente por
su uso en la gastronomia yucateca y es muy apreciada desde la época prehispanica por los
mayas. En la literatura, se encuentran estudios que evidencian las propiedades medicinales
de esta planta.>® No obstante, la mayoria de los registros de las propiedades brindadas por la
chaya son de caracter empirico y los estudios acerca de la composicion fitoquimica de la
misma son escasos, asi como sus posibles aplicaciones, por lo que es importante el estudio
de los metabolitos secundarios de las hojas de chaya para encontrar sus posibles aplicaciones.

En este trabajo hemos estudiado diferentes métodos de extraccion de hojas de chaya
para la obtencion de los metabolitos secundarios. De igual forma, con el fin de aprovechar el
material vegetal, a partir de la biomasa residual de los procesos de extraccion de metabolitos
secundarios, se obtuvieron materiales carbonosos. El auge de este tipo de materiales en afios
recientes es notorio y se debe a las propiedades y caracteristicas que permiten su aplicacion

en diversas ramas de la industria, otorgandoles un valor agregado.
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1. Objetivos
Objetivo general:
Extraer y separar los metabolitos secundarios de hojas de chaya (Cnidoscolus aconitifolius)
y explorar el aprovechamiento de la biomasa residual en la preparacion de materiales

compuestos con propiedades fotocataliticas.

Objetivos especificos:

e Evaluar la influencia de la temperatura y del disolvente en la extraccion de los
metabolitos secundarios en hojas de chaya.

e Separar las fracciones metabdlicas para su caracterizacion utilizando cromatografia
de columna tipo flash.

e Obtener un material carbonoso a partir de la biomasa residual del proceso de
extraccion y su caracterizacion por diferentes técnicas.

e Evaluar la actividad fotocatalitica del material carbonoso compuesto con diéxido de

titanio.
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I11l. Antecedentes

3.1. Chaya mansa (Cnidoscolus aconitifolius)
Cnidoscolus aconitifolius, cominmente conocida como chaya o chaya mansa, es una planta

de interés boténico y cultural que ha despertado la atencion de la comunidad cientifica en los
Gltimos afios.” Esta planta perenne, perteneciente a la familia Euphorbiaceae es originaria de
la peninsula de Yucatan, se ha cultivado y utilizado tradicionalmente en varios paises de la
region, como México, Belice, Guatemala, Honduras y Nicaragua, tanto por sus propiedades
nutricionales como medicinales.® Este arbusto crece en habitats con poca altitud y clima
calido-himedo, a veces, célido-seco. Es un arbol pequefio cuya altura puede alcanzar de 3 a
8 m. Los tallos son largos y suaves. La morfologia de las hojas verdes varia segun la especie
ya gque pueden ser alternas, simples o palmatilobadas, con peciolos carnosos y de formas
variadas, entre 10 y 20 cm de largo. Las flores son pequefias y blancas, agrupadas en racimos
pequefios al extremo de pedinculos, son cominmente vistas durante los meses de verano.’
Ademas, la planta es resistente a condiciones adversas, como la sequia y el suelo pobre, lo
que la convierte en una opcion atractiva para la agricultura sostenible y la seguridad
alimentaria en areas vulnerables.

Una de las caracteristicas mas destacadas de la chaya es su alto contenido de
nutrientes. Las hojas de la chaya son una excelente fuente de proteinas, vitaminas (A, C y E)
y minerales (por ejemplo, hierro, calcio y fosforo),® esto hace que su principal uso en México
sea como consumo humano en forma de verdura. No obstante, hay estudios donde se reportan
caracteristicas toxicas o anti nutricionales, como es el alto contenido de cianuro glucogénico
presente en hojas y tallos. Este compuesto es un mecanismo de defensa de la planta para
rechazar depredadores, por lo que al tener contacto puede provocar comezon y ronchas en la
piel de algunas personas. Por esa razdn, se realizaron investigaciones que indican que el acido
cianhidrico puede ser eliminado facilmente por medio de coccion en agua hirviendo por cinco
minutos.®

Ademas de su valor nutricional, la chaya ha sido objeto de investigacion debido a sus
propiedades medicinales. Estudios cientificos han demostrado que la chaya posee

propiedades antioxidantes,* antiinflamatorias,®!° antimicrobianas® y antidiabéticas,® entre
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otras. Un resumen de los principales estudios sobre esta planta se presenta a continuacion en
la Tabla 1.

Tabla 1. Estudios publicados sobre la chaya.

Especie Metodo_ gle Metabolito identificado Disolventes R(if'
extraccion ANno
Esteroles
. Maceracion Coumarinas Hexano 2014
Cnidoscolus . - . 10
chayamansa sucesiva a FIa_von0|des Acetato de etilo
25°C Lignanos Etanol
Glucosidos cianogénicos
1. Microondas
Cnidoscolus 2. Extraccion de - Agua 2020
O o Compuestos fenolicos 1
aconitifolius agua subcritica Etanol
3.Soxhlet
. . Metanol
. Convencional a Flavonoides
Cnidoscolus . Hexano 2003
temperatura AzUlcares . o 12
chayamansa . . Eter etilico
ambiente Esteroides .
Acetato de etilo
Cnidoscolus Alcaloides Agua 2016
ey Soxhlet . 3
aconitifolius Flavonoides Metanol
Agua
Maceracion Fenoles Etanol
Cnidoscolus Acetona 2021
g1 48 h a temperatura Terpenos . 5
aconitifolius . . Acetato de etilo
ambiente Esteroides s,
Dietil éter
Hexano
Cnidoscolus Convencional a Fenoles Acetato de etilo 2018
e temperatura - Hexano 13
aconitifolius . Flavonoides
ambiente Butanol
Convencional a Flavonoides
Cnidoscolus Coumarinas 2015
e temperatura . Etanol 14
aconitifolius . Lignanos
ambiente
Terpenos

3.2. Procesos de obtencion de metabolitos secundarios en productos
naturales

A partir de las plantas se pueden obtener sustancias con actividad bioldgica o fisicoquimica,
los llamados productos naturales. ElI proceso general para la obtencién de productos
bioactivos se describe a continuacién. El primer paso es la preparacion y seleccion del
material vegetal, donde pueden ser analizadas diferentes partes de la planta, ya sean hojas,

tallos o raices. Por ejemplo, las hojas, se recolectan cortando los tallos, se lavan con
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abundante agua y posteriormente con agua destilada. Luego se dejan secar a temperatura
ambiente y se procede a deshidratar para poder moler hasta obtener un polvo fino. Las
muestras del polvo deben almacenarse en frascos de vidrio a temperatura ambiente.*>1¢
Después se procede a realizar la extraccion, donde el método y el disolvente a utilizar varia
segun el estudio. Es importante la eleccion del disolvente de interés, este puede ser
seleccionado dependiendo de la polaridad con respecto a los productos que se desean
obtener.!” Finalmente se procede a la separacion de metabolitos secundarios mediante
técnicas de cromatografia. La cromatografia es una técnica ampliamente utilizada en la
separacion y analisis de metabolitos secundarios en muestras bioldgicas. Esta se basa en la
capacidad de los compuestos para distribuirse entre una fase estacionaria y una fase movil,
permitiendo su separacion en funcion de sus diferentes afinidades por estas fases.® La
eleccion de la técnica de cromatografia depende de varios factores, como la naturaleza de los
metabolitos, la sensibilidad y selectividad requerida, asi como los equipos y recursos
disponibles. Ademas, se pueden utilizar diferentes detectores, como UV-Vis, espectrometria
de masas o detectores de fluorescencia, para ayudar la identificacion y cuantificacion de los
metabolitos separados.*®
Existen diferentes técnicas de extraccion:

e Extraccion a temperatura ambiente, mediante la maceracion del material vegetal con
el disolvente en agitacidn constante, esta puede mantenerse por 24, 48 0 72 h, segun
se estime conveniente.’

e Extraccion continua con Soxhlet, el extractor Soxhlet consta de un matraz redondo
conectado a un cartucho y este a su vez, con un condensador vertical. En el matraz se
coloca el disolvente y este se calienta, en el cartucho estd la muestra solida,
generalmente en forma de polvo o particulas pequefias. A medida que el disolvente
se calienta, comienza a evaporarse y subir por el condensador. Al alcanzar la parte
superior del condensador, el disolvente gotea en el cartucho y de ahi pasa al matraz,
creando un ciclo continuo de extraccion. La extraccion con el Soxhlet es
especialmente Gtil cuando se requiere una extraccion prolongada y completa de los
componentes de la muestra. El ciclo de extraccion se repite varias veces, lo que

permite una extraccion mas eficiente y una mayor recuperacion de los compuestos de
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interés. Ademas, el uso de un sistema cerrado y un condensador evita la pérdida de
disolvente y minimiza la exposicion a vapores toxicos.2%2!

La extraccion asistida por microondas (MAE, por sus siglas en inglés) es una de las
tecnologias con mayor potencial para la obtencion de compuestos bioactivos. En este
proceso, la muestra se coloca en un vial, junto con el disolvente de extraccion, luego,
se somete a radiacion de microondas. Las microondas generan calor y energia que se
transmiten rapidamente a la muestra, lo que acelera las reacciones quimicas y
promueve la liberacion de los compuestos en el disolvente.?? La MAE ofrece varias
ventajas en comparacion con las técnicas de extraccion convencionales. En primer
lugar, permite una extraccién mas rapiday eficiente debido al calentamiento selectivo
de la muestra. Ademas, la extraccion asistida por microondas puede lograr una mayor
extraccion y mayor rendimiento en comparacion con otras técnicas.!! El
calentamiento rapido y la mayor eficiencia energética permiten una mayor solubilidad
de los compuestos en el disolvente y una mayor transferencia de masa durante el
proceso de extraccion. Otra ventaja importante es el ahorro de tiempo. La extraccion
asistida por microondas reduce significativamente el tiempo requerido para la
extraccion en comparacion con los métodos convencionales, lo que permite un
aumento en la productividad y la eficiencia de las extracciones,* sin embargo, la
cantidad de material vegetal que se puede procesar en cada vial es reducida.
Extraccion por sistema de reflujo, el proceso de extraccion por reflujo se lleva a cabo
en un matraz de fondo redondo, donde se colocan la muestray el disolvente. El matraz
se calienta utilizando una manta calefactora, lo que provoca la evaporacion del
disolvente y la liberacion de los compuestos deseados de la muestra. Estos
compuestos se mezclan con el disolvente vaporizado el cual asciende hacia el
condensador, donde se enfria y condensa nuevamente en forma liquida. Luego, el
disolvente condensado gotea sobre la muestra, extrayendo mas compuestos y
completando el ciclo de extraccion. La extraccion por reflujo es especialmente dtil
cuando se requiere una extraccion eficiente y completa de los compuestos de la
muestra. Al mantener la temperatura constante y proporcionar un ciclo continuo de
evaporacion y condensacion, se logra una extraccion mas efectiva y una mayor

recuperacion de los compuestos de interés en comparacion con otras técnicas de
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extraccion, ademas de que se puede trabajar con una mayor cantidad de material
vegetal en cada sistema.>?

Existen diferentes tipos de cromatografia que se utilizan para la separacion de

metabolitos secundarios, entre los mas comunes se encuentran:®

3.3.

Cromatografia de capa fina (CCF): En esta técnica, una fase estacionaria solida se
deposita en una placa de vidrio o metal, formando una capa fina y uniforme. La
muestra se aplica como una mancha en la parte inferior de la placa y luego se coloca
en un disolvente, la fase movil, que asciende por capilaridad a través de la capa
estacionaria. Los metabolitos se separan en funcién de su afinidad por la fase
estacionaria y la velocidad de migracion en la fase movil.

Cromatografia en columna: En esta técnica, la fase estacionaria se empaqueta en una
columna de vidrio, plastico o metal. La muestra se carga en la parte superior de la
columna y se eluye mediante el paso de un disolvente, la fase mavil, a través de la
columna. Los metabolitos se separan en funcidén de su interaccion con la fase
estacionaria y la velocidad de elucién en la fase mavil.

Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés): Es una
variante de la cromatografia en columna que utiliza una alta presion para forzar el
paso del disolvente a través de la columna a una velocidad mayor. Esto permite una
mayor resolucion y eficiencia en la separacion de metabolitos secundarios. Ademas,
se pueden utilizar diferentes tipos de columnas y detectores para una mayor
selectividad y sensibilidad.

Cromatografia de gases (GC): En esta técnica, los metabolitos secundarios se
convierten en formas volatiles y se separan utilizando una columna capilar y un gas
acarreador. Los metabolitos se separan en funcién de su afinidad por la fase

estacionaria y el tiempo de retencion en la columna.

Obtencidn de polvos carbonosos a partir de biomasa

Los materiales carbonosos son aquellos que contienen carbono como elemento principal en

su composicion quimica. Estos materiales pueden encontrarse en diferentes formas vy

estructuras, lo que les confiere propiedades y aplicaciones diversas.?* Uno de los materiales

carbonosos mas conocidos es el grafito, que consiste en capas apiladas de &tomos de carbono

16



dispuestos en una estructura hexagonal. El grafito tiene propiedades Unicas, como su alta
conductividad eléctrica y térmica, lo que lo hace util en aplicaciones como electrodos,
lubricantes y materiales refractarios.?

El carbono puede también formar estructuras bidimensionales como el grafeno. El

grafeno es una lamina de carbono de un solo atomo de espesor, con propiedades
excepcionales como una alta conductividad eléctrica'y mecénica. Debido a estas propiedades,
el grafeno se utiliza en aplicaciones como dispositivos electronicos flexibles, baterias de alta
capacidad y materiales compuestos avanzados.?® El principal problema que impide la
explotacion masiva de materiales base-grafeno, es que la produccion es limitada y muy
costosa debido a que, en la mayoria de los casos, se requiere de técnicas complejas como
exfoliaciones micromecénicas, reduccion de monéxido de carbono, deposicion de vapor
quimico, exfoliaciones electroquimicas, entre otras y reactivos de alta pureza.?’
Otro material carbonoso destacado es el carbono amorfo, que carece de una estructura
ordenada y se encuentra en forma de carbdn vegetal, carbon activado y negro de humo. Estos
materiales se caracterizan por una amplia superficie especifica y tienen excelentes
propiedades de adsorcion en la filtracion de agua, purificacion de gases y en la industria
quimica.?®

En general, los materiales carbonosos son ampliamente utilizados en diversas
industrias debido a sus propiedades Unicas. Ademas, la continua investigacién y desarrollo
en este campo abre nuevas oportunidades para la creacién de materiales carbonosos con
propiedades mejoradas y aplicaciones innovadoras.

La exploracion de biomasa rica en carbono como fuente para la creacién de nuevos
materiales carbonosos abre un camino innovador hacia la produccion de materiales
avanzados de carbono con mudltiples aplicaciones en diversas areas cientificas. En la
actualidad, se utiliza ampliamente una metodologia que implica el uso de tratamientos
térmicos (TT) especificos y funcionalizacion quimica para obtener materiales carbonosos a
partir de fuentes de biomasa vegetal. EI propdésito principal de esta metodologia es mejorar
las propiedades quimicas y fisicas de estos materiales.?®3° En la Tabla 2 se presentan algunos
de los principales estudios publicados en los cuales se han obtenido materiales carbonosos
utilizando biomasa como material de partida. En la mayor parte de los estudios, el proceso

térmico se efectla con atmosferas no oxidantes, esto representa una desventaja pues se exige
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un gasto energético y de recursos. Ademas, los materiales son sometidos a un proceso de
funcionalizacién para modificar las propiedades finales de los mismos, en este sentido es
importante que los reactivos que se utilicen para este proceso no sean contaminantes. El
aspecto economico y la viabilidad de escalar estos procesos a nivel industrial pueden plantear
desafios significativos que podrian limitar la aplicacion de los procesos desarrollados.
Ademas, es importante considerar los factores ambientales y de sostenibilidad asociados con
estos procesos. El uso de biomasas como fuente de obtencion de materiales carbonosos
indiscriminadamente puede perjudicar en gran medida la biodiversidad y aumentar el costo
de obtencion de estas. Por lo que, en este trabajo se propone de forma paralela el utilizar la
biomasa residual de los procesos de extraccion de productos naturales en chaya, apelando a
una conducta de “cero desperdicios” para obtener los materiales carbonosos utilizando TT

en atmosfera de aire.

Tabla 2. Resumen de algunos estudios de obtencion de materiales carbonosos a partir de

biomasa.
Fuente_gie Metodologia Tratamiento Aplicacién Rgf.
obtencion Afo
KOH 2019
Sargassum spp TT en N HCI Electrocatalisis 29
N2Ha4
: - se 2019
Vatica rassak TTen N H3PO4 Remocion de Pb 31
Hojas de alcanfor TT en N T_'%T Supercapacitores 2231
Betula platyphylla TTen N Fechngzo Electrocatalisis 2251
Céscara de arroz TT en aire KOH Supercapacitores 22} U
Bagazo Qe cafa de TT en aire Fe(CsHs)2 Obtencion de oxido 2(?)’%5
azucar de grafeno
Phragmites australis . Obtencion de 6xido 2023
A : TT en aire H20: 36
Carya illinoinensis de grafeno

3.4. Contaminacion por azul de metileno

El azul de metileno, con formula molecular presentada en la figura 1 es un compuesto

quimico utilizado en diversas aplicaciones industriales y médicas. Es un polvo cristalino de
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color azul brillante y tiene propiedades fisicas y quimicas Unicas que le otorgan su

versatilidad.®’

N _
A Cl

N S Sy e

CH, CH,

Fig. 1. Formula molecular del cloruro de tetrametiltionina (azul de metileno)

En la industria, el azul de metileno se utiliza principalmente como colorante y tinte
para textiles, papel y plasticos. También se emplea en la industria alimentaria como aditivo
para dar color a productos como caramelos y bebidas. Ademas, tiene aplicaciones en la
fotografia, la impresion y la produccion de productos quimicos.® En el ambito médico, el
azul de metileno se utiliza como agente terapéutico en diversas situaciones clinicas. Se ha
utilizado histéricamente como tratamiento para la intoxicacion por cianuro, ya que puede
ayudar a convertir el cianuro en una forma menos tdxica. También se ha utilizado en el
tratamiento de trastornos neuroldgicos, como la metahemoglobinemia y la enfermedad de
Alzheimer, aunque su eficacia en estos casos es objeto de debate y estudio.3®

A pesar de sus amplias aplicaciones, el azul de metileno también presenta ciertos
riesgos para la salud y el medio ambiente. Es considerado toxico y en caso de exposicion
puede causar irritacion en la piel, los ojos y las vias respiratorias.*® Ademas, puede tener
efectos adversos en organismos acuaticos y en la vida acuatica en general debido a su
persistencia y toxicidad, incluyendo la alteracion de procesos bioldgicos y fisioldgicos, dafio
al sistema nervioso y reproductivo, y la muerte de organismos sensibles. Ademas, el azul de
metileno puede bioacumularse en la cadena alimentaria, con consecuencias perjudiciales
para los organismos que dependen de los ecosistemas acuaticos para su supervivencia,
incluyendo a los seres humanos.®

La liberacion incontrolada de azul de metileno en el medio ambiente ya sea a traves
de los vertidos industriales o el uso inadecuado en aplicaciones médicas, puede resultar en
concentraciones significativas en el medio ambiente, en la contaminacion del agua y los
ecosistemas acuaticos. Por ello, la contaminacidén por azul de metileno es un problema
complejo y multifacético que requiere atencidn urgente y constante. Es crucial comprender

la fuente y los mecanismos de liberacion de este compuesto en el medio ambiente, asi como
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desarrollar estrategias efectivas de mitigacion y remediacion total o parcial (conversion en

moléculas menos dafinas).

3.4.1. Degradacion del azul de metileno con TiO>

El diéxido de titanio (TiO2) presenta cuatro fases cristalinas: una de alta presion del tipo a-
PbO, rutilo (estructura tetragonal), brookita (estructura ortorrombica) y anatasa (estructura
octaédrica). Para el rutilo y el TiOz tipo a-PbOz, cada octaedro tiene dos lados comunes con
otros octaedros, en la brookita son tres y en la anatasa cuatro los lados compartidos por
octaedros.*! Por tanto, el rutilo y la fase de alta presion suelen ser las formas mas estables del
TiO2, aunque en disolucion puede predominar la fasea anatasa estabilizada por factores de
tension interfacial a tamafio nanométrico. El dioxido de titanio, especialmente en fase
anatasa, es ampliamente utilizado como fotocatalizador por sus propiedades Opticas y
electronicas, bajo costo, estabilidad quimica y baja toxicidad.*?

La degradacion del azul de metileno utilizando diéxido de titanio (TiO2) se basa en
un proceso conocido como fotocatalisis heterogénea.*® En este proceso, el TiO; actlia como
un catalizador que utiliza la energia de la luz para descomponer el azul de metileno en
productos menos toxicos. El TiO2 es un semiconductor que, cuando es irradiado con luz
ultravioleta (UV), genera pares de electrones y huecos en su estructura (conocidos como
excitones). Estos electrones y huecos son altamente reactivos y pueden participar en
reacciones de oxidacion y reduccion.*** El proceso general de degradacion se presenta en la
figura 2.

Cuando el azul de metileno esta en presencia de TiO2 y se expone a la luz UV, ocurren
varias reacciones:

e Adsorcién y desorcién: El azul de metileno puede adsorberse en la superficie del
TiOz, lo que aumenta la probabilidad de que se produzcan reacciones de oxidacion y
reduccion. Luego de la degradacion, los productos pueden desorberse de la superficie.

e Oxidacion directa: Los electrones generados en la superficie del TiO2 pueden
transferirse a la molécula (absorbida en la interfase) de azul de metileno, lo que resulta
en la oxidacion del compuesto. Esto conduce a la ruptura de los enlaces quimicos en

el azul de metileno y la formacion de productos de degradacion.
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e Formacion de especies reactivas de oxigeno: Los huecos generados en la superficie
del TiO2 pueden reaccionar con moléculas de agua adsorbidas, generando especies
reactivas de oxigeno como radicales hidroxilo (*OH). Estos son altamente oxidantes
y pueden atacar al azul de metileno, descomponiéndolo en productos mas simples. >4

Reduccién e~ T
B | N )
A = a”
._K.HEC‘N/CES:@\\N:CHJ . )

( CHg CHs

UOPEBUIGLIIDY

oz *OH

m
(]
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Oxidacion
A
Fig. 2. Proceso de degradacion de azul de metileno por fotocatalisis

En general, la fotocatalisis heterogénea con TiO2 y luz UV es un proceso eficiente
para la degradacion de compuestos organicos, como el azul de metileno. Sin embargo, la
eficiencia de degradacion puede verse afectada por diversos factores, como la concentracién
inicial del compuesto, la cantidad, la fase y la actividad del TiO>, la intensidad y longitud de
onda de la luz UV, el pH del medio y la presencia de otras especies quimicas en la disolucion.
Estos factores deben ser considerados y optimizados para lograr una degradacion efectiva del
azul de metileno. La estabilizacion de los portadores de carga (excitones) en la interfase

siempre facilita los procesos fotocataliticos.
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IV. Desarrollo experimental

En este capitulo se describen los procesos experimentales desarrollados en este trabajo para
la obtencidon de metabolitos secundarios de hojas de chaya y su identificacion, asi como el
aprovechamiento de la biomasa restante del proceso de extraccion en la obtencion de

materiales carbonosos, caracterizacion y aplicacion de estos como prueba de concepto.

4.1. Recoleccion y tratamiento de las hojas de chaya

Como material vegetal, se utiliz la especie Cnidoscolus aconitifolius, conocida también
como chaya mansa, la planta se encuentra ubicada en Mérida, Yucatan. Las hojas fueron
recolectadas durante mayo, junio, julio, agosto y septiembre, meses en los que la planta
florece.” Estas fueron lavadas con agua corriente para retirarles el polvo e impurezas,
posteriormente fueron enjuagadas con agua destilada y secadas a temperatura ambiente por
al menos 24 h, posteriormente fueron deshidratadas en horno Binder a 80 °C por 2 h 'y una
vez deshidratadas se trituraron en un molino de cuchillas, luego el material molido fue
guardado en frascos herméticos a temperatura ambiente para evitar la rehidratacion.*’ El

proceso de recoleccidn y tratamiento se presenta en la figura 3.
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Fig. 3. Proceso de conservacion del material vegetal
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4.2. Analisis termogravimetrico (TGA) y Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC)

Los equipos de analisis termogravimétrico registran continuamente la masa de una muestra
colocada en una atmdsfera controlada (inerte u oxidante) en funcion de la temperatura o del
tiempo, al ir aumentando la temperatura del sistema se obtiene informacion sobre procesos
fisicos como: desorcidn, evaporacion y sublimacion, ademas de reacciones quimicas de
descomposicion y oxidacion.*® El andlisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés)
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se realiz6 con dos objetivos, uno para evaluar los cambios que ocurrian en el material vegetal
a la temperatura maxima a la que se harian las extracciones y el segundo, explorar el
comportamiento de la biomasa residual ante el aumento de la temperatura. La evaluacion
termogravimetrica se realizd por separado en atmdsfera de aire, en el equipo Discovery de
TA-Instruments (figura 4 a)) bajo un flujo igual a 25 mi/min desde temperatura ambiente
hasta 160 °C a razon de 5 °C/min, para evaluar los cambios que ocurrian en el material vegetal
a latemperatura maxima a la que se harian las extracciones. EI TGA sobre la biomasa residual
se realizo bajo un flujo de aire igual a 25 ml/min desde temperatura ambiente hasta 800 °C
con una rampa de 10 °C/min.

Mediante la técnica de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, por sus siglas en
inglés) usando el médulo DSC del equipo de TA-Instruments (figura 4 b)) en atmésfera de
aire con una rampa de calentamiento igual a 5 °C/min y un flujo de 25 ml/min, se determind
la entalpia involucrada para las reacciones de deshidratacion o evaporacion del disolvente.
Esta técnica se basa en la medicion de la diferencia de temperatura entre un material de
referencia y la muestra, bajo un calentamiento controlado por lo que se identifican los
procesos endotérmicos y exotérmicos.*® Para la muestra de hojas de chaya se realizaron dos
analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC) en atmdésfera de aire, uno de la muestra
seca y otro con la presencia del disolvente (isopropanol) a usar en las extracciones, llegando
hasta la temperatura a la cual estas se realizarian (160 °C). Esta técnica permite calcular la
variacion de entalpia asociada a cada etapa durante el tratamiento térmico ademas de conocer
detalles sobre la reversibilidad o irreversibilidad de estos. La entalpia para las reacciones
involucradas en la de descomposicion de cada especie se determiné utilizando el software
TRIOS-TA Instruments (version 5.1.0).

Fig. 4. Sistema modular de Analisis Térmico de TA-Instruments. a) termobalanza HR-
MTGA vy b) calorimetro MDSC
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4.3. Extraccion de los metabolitos secundarios

Para los metabolitos secundarios en hojas de chaya se evaluaron varias metodologias de
extraccion, con el objetivo de determinar la influencia de la temperatura y el disolvente. Las
técnicas aplicadas se muestran en la figura 5. Para evaluar la influencia del disolvente en las
extracciones se utilizaron diferentes polaridades, en este sentido se realizaron extracciones
con isopropanol, acetato de etilo y hexano, utilizando para cada disolvente las mismas
condiciones.

Fig. 5. Metodologias de extraccion de metabolitos secundarios. a) Extraccion a temperatura
ambiente, b) extraccion asistida por microondas y c) extraccién por reflujo

Para evaluar el efecto de la temperatura, primero se llevé a cabo la extraccion
convencional a temperatura ambiente (figura 5a). Se pesaron 10 g de material vegetal seco y
molido y se afiadieron 300 ml de disolvente, esta mezcla se agit6 magnéticamente en parrilla
de calentamiento a 300 rpm por 48 h y fue filtrado a gravedad. Posteriormente, el liquido se
trasvaso a un matraz de fondo redondo de 500 ml y el disolvente se retiré con un rotavapor.

Para evaluar el efecto de la temperatura de forma controlada se utilizo la extraccion
asistida por microondas (figura 5b), aqui se emplearon 0.25 g de material vegetal seco por
cada 5 ml de disolvente. El equipo utilizado fue un reactor de microondas Anton Paar modelo
Monowave EXTRA 300, las temperaturas evaluadas fueron de 40, 80, 100, 120y 160 °C con
agitacion de 800 rpm y un tiempo de 30 min a presiones de 0.0, 0.0, 1.0 - 15,36 -4.0y
11.1 — 12.0 bar. Después, la mezcla resultante se filtré por gravedad, donde la biomasa
residual se reservo y el liquido se evaporo para remover el disolvente.

La extraccion por reflujo de disolvente fue la otra metodologia utilizada (figura 5c),

esta permitié aumentar la temperatura de extraccion utilizando mayores volimenes con cada
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réplica. Se pesaron 12.5 g de material vegetal seco y se afiadieron 250 ml de disolvente,
durante el reflujo la temperatura alcanz6 85 °C y se mantuvo por 3 h. De igual forma, se filtro

por gravedad, se reservé la biomasa residual y el disolvente se evaporé en el rotavapor.

4.4. Cromatografia

Para separar las diferentes fracciones y metabolitos resultado del proceso de extraccion se
utilizé cromatografia de columna. Con el crudo obtenido de ambas técnicas de extraccion se
realizé el siguiente procedimiento: el solido se disolvié en diclorometano CH2Cl>, se tomo
una alicuota de aproximadamente 2 ml como referenciay el resto se adsorbio en gel de silice,
posteriormente se evapord el diclorometano, la mezcla de silice y el crudo se prepard para
separar los metabolitos por cromatografia en columna. Para aplicar esta técnica se utilizo el
equipo CombiFlash® Rf LumenTM de Teledyne Isco, con cartuchos de polipropileno, los
cuales se empacaron con gel de silice grado 60. El equipo permite programar una rampa en
el tiempo de la fase mavil, la cual fue de 10 min de hexano, 28 min en gradiente hasta lograr
una proporcion de 1:1 de n-hexano/acetato de etilo (AcOEt) y esa proporcion se mantuvo
durante 22 min.

El resultado de las separaciones fue evaluado por Cromatografia de Placa Fina (CCF)
empleando placas comerciales de gel de silice grado 60 de 0.2 mm de espesor con indicador
de fluorescencia (F2s4) (fase estacionaria) y la fase movil n-hexano/AcOEt (9:1, 7:3, 1:1),
revelado con una disolucion de Ce(SOs)s, M0Os-H20 y H2SO,4 y calcinando a 180 °C.

4.5. Teécnicas de identificacion de metabolitos secundarios

4.5.1. Espectroscopia Infrarroja a Transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia FT-IR es una herramienta muy utilizada para determinar la presencia de
grupos funcionales en productos naturales, asi como en materiales carbonosos mediante la
comparacion de la posicion e intensidad de las sefiales obtenidas con las reportadas en la
literatura®>*°, Para la determinacion de los grupos funcionales en las especies aisladas y en
el material carbonoso obtenido de la biomasa residual se utiliz6 un espectrofotometro FT-IR
Agilent Cary 630 y la técnica ATR (Attenuated Total Reflection, por sus siglas en inglés)

para muestras solidas, los datos fueron expresados en cm™ (nimero de onda, v).
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4.5.2. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los experimentos de RMN se realizaron a una temperatura de 25 °C en espectrometro Varian
600 MHz AR Premium Compact con sonda de liquidos OneNMR H/*F/**N-3P 5 mm con
gradiente de campo pulsado (PFG). El registro de los espectros de *H se realizé a 600 MHz,
y los de 3C se registraron a 150 MHz. El disolvente empleado fue cloroformo deuterado
(CDClIs con referencia interna de TMS). Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en
partes por millén (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) en Hertz (Hz). Los espectros de
RMN fueron procesados con el software MestReNova version 12.0.0 de MestreLab Research
S. L. Principales sefiales obtenidas:

o MI:
'H-RMN (600 MHz, CDCls) 8: 4.05 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 2.03 — 1.98 (m, 0H), 1.97 (s, 3H),
1.96 — 1.87 (m, 1H), 1.68 — 1.59 (m, 1H), 1.53 (dd, J = 5.3, 3.3 Hz, 1H), 1.44 (tdd, J = 14.1,
12.1, 7.5 Hz, 1H), 1.31 — 1.23 (m, 1H), 1.25 - 1.19 (m, 5H), 1.19 (dd, J = 8.4, 5.9 Hz, 12H),
1.18 (s, 5H), 1.10 — 0.94 (m, 2H), 0.89 (d, J = 6.7 Hz, 1H), 0.82 (d, J = 6.8 Hz, 6H), 0.82 —
0.73 (m, 7H).
13C-RMN (150 MHz, CDCls) &: 171.06, 60.33, 60.21, 31.57, 29.69, 25.23, 22.62, 21.32,
21.07, 20.56, 14.18, 14.01, 13.93.

o M2:
IH-RMN (600 MHz, CDCls) 8: 9.35 (s, 1H), 9.20 (s, 1H), 8.46 (s, 1H), 7.88 — 7.80 (m, 1H),
7.17 (s, OH), 6.20 — 6.12 (m, 2H), 6.08 — 6.02 (m, 1H), 5.34 — 5.22 (m, 1H), 5.04 (s, 2H),
4.45 — 4.32 (m, 2H), 4.14 (dd, J = 10.8, 6.4 Hz, 1H), 4.03 (q, J = 7.1 Hz, 6H), 3.81 (s, 2H),
3.74 (s, 1H), 3.58 (s, 2H), 3.56 — 3.46 (m, 2H), 3.28 (d, J = 8.5 Hz, 3H), 3.05 (d, J = 9.5 Hz,
3H), 2.72 (s, 1H), 2.55 (s, 1H), 2.44 — 2.37 (m, 1H), 2.30 — 2.21 (m, 2H), 2.25 (s, 1H), 2.15
—2.06 (m, 1H), 2.04 - 1.99 (m, 1H), 1.98 (s, 3H), 1.95 (s, 8H), 1.93 — 1.87 (m, 2H), 1.78 (dq,
J=145,7.7Hz, 3H), 1.73 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 1.68 — 1.61 (m, 2H), 1.61 — 1.48 (m, 13H),
1.43 (ddg, J = 13.7, 10.9, 6.8 Hz, 3H), 1.34 (s, 1H), 1.29 — 1.24 (m, 1H), 1.26 (s, 1H), 1.23
(s, 11H), 1.26 — 1.09 (m, 51H), 1.12 — 0.99 (m, 4H), 0.99 — 0.92 (m, 1H), 0.95 — 0.89 (m,
1H), 0.91 - 0.86 (m, 4H), 0.88 — 0.76 (m, 31H), 0.79 — 0.70 (m, 18H), 0.69 (dd, J = 13.4, 6.5
Hz, 3H), -1.75 (s, 1H).
13C-RMN (150 MHz, CDCls) &: 189.64, 171.16, 155.57, 150.92, 149.63, 137.89, 136.44,
128.96, 128.92, 105.21, 93.13, 60.38, 31.58, 25.25, 22.63, 21.12, 14.21, 13.95.
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o M4:
'H-RMN (600 MHz, CDCls) &: 5.04 (s, 1H), 4.14 (dq, J = 10.9, 5.0 Hz, 1H), 4.02 (q, J =
7.2 Hz, 4H), 1.94 (s, 5H), 1.91 (s, 1H), 1.80 (dt, J = 14.5, 8.0 Hz, 1H), 1.68 — 1.64 (m, 1H),
1.64-1.58 (m, 1H), 1.47 - 1.41 (m, 1H), 1.39 - 1.32 (m, 1H), 1.19 (s, 13H), 1.30 — 1.14 (m,
22H), 1.10 — 1.01 (m, 1H), 0.97 (ddd, J = 16.5, 8.2, 3.5 Hz, 1H), 0.89 (d, J = 6.6 Hz, 1H),
0.85(d, J =7.5Hz, 1H), 0.85-0.72 (m, 16H), 0.75 (s, 4H).
13C-RMN (150 MHz, CDClz) 6: 171.14, 60.37, 31.56, 22.62, 21.05, 20.86, 14.00.

o Mb5:
'H-RMN (600 MHz, CDClz) é: 7.63 (dd, J = 5.7, 3.3 Hz, 1H), 7.49 — 7.43 (m, 1H), 7.19 (s,
1H), 6.56 (s, 1H), 6.62 — 6.50 (m, 1H), 6.29 (dd, J = 15.0, 3.4 Hz, 1H), 6.18 (d, J = 8.5 Hz,
1H), 6.11 — 6.06 (m, 1H), 6.06 — 6.00 (m, 2H), 5.47 (s, 1H), 5.36 (dd, J = 15.4, 9.9 Hz, 1H),
5.04 (s, 1H), 4.15 (qd, J = 11.0, 6.2 Hz, 2H), 3.94 (s, 1H), 2.32 (dd, J = 19.6, 7.6 Hz, 1H),
2.04-1.96 (m, 2H), 1.90 (d, J = 4.4 Hz, 6H), 1.85 —1.74 (m, 4H), 1.70 (d, J = 8.5 Hz, 1H),
1.66 (s, 2H), 1.67 — 1.63 (m, 1H), 1.65 — 1.60 (m, 1H), 1.62 — 1.56 (m, 1H), 1.54 (d, J = 4.8
Hz, 1H), 1.49 — 1.37 (m, 3H), 1.39 — 1.31 (m, 2H), 1.33 — 1.27 (m, 1H), 1.26 (dt, J = 15.3,
2.3 Hz, 1H), 1.26 (s, 3H), 1.24 (d, J = 7.3 Hz, 3H), 1.23 (s, 11H), 1.20 (ddt, J = 13.5, 5.8, 2.4
Hz, 30H), 1.07 (ddd, J = 13.3, 8.5, 6.4 Hz, 2H), 1.03 (dd, J = 10.8, 5.8 Hz, OH), 1.00 (s, 4H),
0.98 (s, 2H), 1.00 — 0.86 (m, 6H), 0.86 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 0.86 — 0.75 (m, 37H).
13C-RMN (150 MHz, CDCls) &: 167.74, 147.06, 138.44, 137.98, 137.74, 137.54, 136.39,
135.65, 135.01, 132.68, 132.44, 132.41, 131.31, 131.01, 130.37, 129.09, 128.43, 126.13,
125.23, 124.78, 124.08, 68.33, 68.15, 66.07, 64.90, 48.36, 39.71, 38.70, 37.09, 34.84, 34.49,
34.01, 31.79, 31.55, 31.27, 30.33, 30.27, 30.20, 30.04, 29.67, 29.50, 29.42, 29.08, 28.90,
28.72, 25.24, 24.08, 23.71, 23.54, 22.95, 22.62, 14.22, 13.94, 13.04, 12.83, 11.54, 11.25,
11.02, 10.81.

e CIRI:
'H-NMR (600 MHz, CDCls) &: 7.53 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.35 (t, J = 2.2 Hz, 1H), 7.12 (dd,
J=8.6, 25 Hz, 1H), 1.86 (dt, J = 14.4, 7.2 Hz, 1H), 1.73 — 1.70 (m, 2H), 1.63 — 1.58 (m,
1H), 1.57 — 1.45 (m, 1H), 1.33 (s, 9H), 1.27 (d, J = 17.8 Hz, 22H), 1.23 (s, 17H), 1.18 — 1.09
(m, 2H), 1.05 (dq, J = 16.2, 5.7, 4.0 Hz, 1H), 0.98 — 0.90 (m, 2H), 0.92 — 0.81 (m, 12H).
13C-RMN (150 MHz, CDCls) &: 147.06, 138.50, 124.24, 124.12, 119.27, 118.87, 34.85,
34.50, 31.66, 31.57, 31.49, 31.33, 31.17, 30.41, 30.25, 30.09, 29.93, 29.68, 14.16, 14.03.
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4.5.3. UV-Vis

Los espectros de absorcion electronica en el UV-Vis se midieron en un equipo Agilent 8453
Instruments en un rango de longitudes de onda entre 200-800 nm. Esta técnica se utiliz6 para
la caracterizacion de metabolitos aislados y también para la evaluacion de la descomposicion
de azul de metileno, ya que la regién entre 200 y 400 nm, llamada ultravioleta cercana, es de
gran utilidad en la determinacion de insaturaciones conjugadas, aromaticidad o de ciertos
grupos insaturados con pares electrénicos libres.>

4.5.4. Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas de alta resolucion (EMAR) brinda informacién provechosa sobre
los compuestos quimicos organicos, por ejemplo, la masa molecular, formula global y
estructura molecular.®® Los espectros de masas de alta resolucion se obtuvieron mediante la
técnica de ionizacion por electropulverizacion (ESI, por sus siglas en inglés) usando un

espectrometro de masas Synapt G2-Si (Waters) TOF.
4.6. Tratamiento Térmico de la biomasa residual

Analizando la informacion proveniente del anlisis termogravimétrico realizado a la biomasa
residual de la extraccion de metabolitos, se determind, a partir de la primera derivada de la
curva del TGA, que la temperatura 6ptima para la obtencion del material carbonoso es 450
°C. Se aplicé el tratamiento térmico (TT) en una mufla de rampa Thermo Scientific, Los

detalles de la rampa de calentamiento se muestran en la Fig. 6.

450 °C por 30 min

25°C 25°C
Fig. 6. Tratamiento térmico de la biomasa residual de la extraccion en hojas de chaya

Se sometieron 10 g de biomasa restante al TT segun el esquema presentado en la

figura 6. EI material obtenido fue reservado para posteriores analisis.
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4.7. Caracterizacion estructural y morfoldgica

Los materiales carbonosos obtenidos fueron caracterizados mediante diferentes técnicas las
cuales se presentan a continuacion.

4.7.1. Espectroscopia Raman

La técnica de espectroscopia Raman es muy comun en la caracterizacion de materiales
carbonosos, ya que, se pueden identificar atomos de carbono con hibridacion sp® (pico
alrededor de los 1350 cm, banda “D”), carbonos sp? (pico sobre los 1575 cm™, banda “G”)
y una banda que brinda el grado de apilamiento por capas o banda “2D” (alrededor de los
2690 cm™).5%%1 | a relacion entre las intensidades de las bandas D y G (Ip/lg), también
conocida como relacion sp3/sp?, se utiliza para comparar la estructura ordenada de diferentes
muestras de materiales carbonosos °2. En este estudio, la técnica de espectroscopia Raman se
utilizé para analizar la estructura de los materiales carbonosos obtenidos después del
tratamiento térmico de la biomasa restante. Se empled un equipo Alpha 300 WITEC con un
laser azul de Neon a una longitud de onda de 488 nm.

4.7.2. Difraccion de Rayos X (DRX)

La técnica de difraccion de rayos X (DRX) resulta muy util para caracterizar materiales
carbonosos debido a que se observan dos sefales caracteristicas en las posiciones de 20 =
26°y 43°, las cuales corresponden a los planos cristalinos (002) y (100) tipicos de materiales
carbonosos con cierto orden bidimensional.*® En este estudio, se analizd la estructura
cristalina del material carbonoso obtenido utilizando un difractometro Bruker D-8 Advance
con radiacion de cobre Ko (A = 1.5418 A), que opera a 40 kV y 30 mA. Los parametros de
adquisicion fueron un tiempo de exposicion de 0.5 segundos y un tamafio de paso de 0.02°
en un rango angular 26 = 5-60°. Los valores de tamafio de cristalito (Lc) de los materiales
sintetizados fueron calculados empleando la ecuacién de Debye-Sherrer (Ecuacion 1),
usando el pico de difraccion de la Anatasa en 25 °.
L= KA 1)
¢ PBcosB

Donde: Lc es el tamafio de cristalito en la direccidn del eje ¢, K = 0.9 (Constante que depende

de la forma de los cristales), B (expresado en radianes) es el semiancho del pico (FWHM) y

0 es la posicion angular del pico principal de la anatasa.
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4.7.3. Espectroscopia fotoelectrénica de Rayos X (XPS)

En el estudio de materiales carbonosos, la técnica de espectroscopia fotoelectronica de Rayos
X (XPS) brinda datos de energia de enlace, de forma que se puede indicar el tipo de enlace
quimico de los 4tomos de carbono en diferentes entornos quimicos.>*>* En este trabajo, los
materiales carbonosos obtenidos de la biomasa residual después de la extraccion a las
diferentes temperaturas fueron caracterizados mediante espectroscopia fotoelectronica de
rayos X (XPS) utilizando un equipo K-Alpha-Surface Analysis de Thermo Scientific. El
cafion de Rayos x utiliza la linea K-Alpha monocromada de aluminio (1486.6eV) a 12 kV'y
40 W de potencia en un area ovalada de 400 um? e incide a la muestra con un angulo relativo
de 30°. En la erosion, se usa un haz de iones de argon acelerados a 3 kV, con una potencia
de 30 W que incide en un area de 1 x 2 mm? concéntrico al haz de Rayos X. Los espectros
XPS son obtenidos en dos condiciones: En amplio barrido general (0-1350 eV) con 1
eV/paso, energia de paso 100 eV y el modo ventanas pequefias con 0.1 eV/paso, energia de
paso 50 eV.

4.7.4. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Energia Dispersiva de Rayos X

(EDS)

La microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) es una herramienta
muy (til en el analisis de materiales carbonosos, ya que permite obtener informacion sobre
la morfologia y la composicion quimica en areas especificas.*! En el estudio realizado, se
examind la morfologia del material carbonoso utilizando el equipo JEOL JSM-7600.
Ademas, se realizd un analisis cuantitativo utilizando la técnica de Espectrometria de
Dispersién de Energia de Rayos X (EDS, por sus siglas en inglés), que proporciona una
caracterizacion cualitativa y semi-cuantitativa de las interfaces y superficies de los
materiales. Esta técnica aprovecha que la energia de los rayos X emitidos es caracteristica de
los elementos presentes, lo que permite obtener informacion analitica cualitativa y
cuantitativa de las diferentes areas de la superficie. Para poder analizar las muestras se aplico
una capa de Au/Pd mediante el proceso de sputtering para hacerlas conductoras y facilitar la
observacion de la superficie en las imagenes. Ademas, las muestras se colocaron en un porta-

muestras de aluminio para evitar interferencias durante el analisis semi-cuantitativo.
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4.8. Sintesis del material compuesto para fotocatalisis

Con el propdsito de mejorar las propiedades fotocataliticas de los productos carbonosos
derivados de este trabajo nos dimos a la tarea de obtener TiO2 para aprovechar su excelente
eficiencia en la generacion de excitones por absorcion electronica en el UV. En un vaso de
precipitados se agregaron 75 ml de isopropanol y 3.8 ml de isopropdxido de titanio (IV) o
TTIP (por sus siglas en inglés), con agitacion constante a 500 rpm por 20 min. Posteriormente
se afiadieron 0.22 ml de &cido clorhidrico concentrado (HClconc) y 10 ml de agua desionizada
(H20) en fracciones de 1 ml para lograr la formacion del precipitado.*® La agitacion se
mantuvo por 30 min méas. Una vez pasado el tiempo de agitacion, se llevé a centrifugar a
1500 rpm por 30 min en una centrifuga marca Thermo Scientific, se decanté el sobrenadante
para llevar el sélido a un horno de vacio marca Fisher Scientific por 24 h para secarlo y una
vez seco se triturd en mortero de agata y se obtuvo un polvo fino de color blanco como se
muestra en la figura 7a).

Para preparar el material compuesto (C-TiO2), se utiliz6 el polvo carbonoso y el
procedimiento anterior del TiO> al 6 % en masa. En un vaso de precipitados se agregaron 75
ml de isopropanol, 3.8 ml de TTIP y 0.5 g de material carbonaceo, se llevo a agitacion
constante de 500 rpm durante 90 min, posteriormente se afiadieron 0.22 ml de HClconc y 10
ml de H2O en fracciones de 1 ml para lograr la formacion del s6lido, se mantuvo la agitacion
por 30 min mas. Tras la agitacion la mezcla se centrifugd a 1500 rpm por 30 min, se decant6
el sobrenadante para llevar el sélido a horno de vacio por 24 h para secarlo y una vez seco se
tritur6 en mortero de agata y se obtuvo un polvo fino de color gris como se muestra en la
figura 7b). Los resultados de los procesos de sintesis fueron llevados a tratamiento térmico a
450 °C, siguiendo el procedimiento representado en la figura 6.

Fig. 7. Resultados de sintesis. a) TiO al 6 % y b) material compuesto C-TiO-
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4.9. Degradacion de azul de metileno

Para evaluar las propiedades fotocaliticas del material compuesto se exploré la reaccion de
descomposicion del azul de metileno, para lo cual se prepar6 una disolucién acuosa de azul
de metileno (Sigma Aldrich, 99 %) de concentracion 25 mg/L. Se prepararon cuatro frascos
con las mismas dimensiones y caracteristicas, cada uno con 100 ml de azul de metileno (25
mg/ml), uno de estos frascos funciond como referencia para la degradacion que presenta esta
sustancia ante la exposicion al sol (fotolisis), a otro se le afiadieron 20 mg de material
carbonoso, al tercero se le afiadieron 20 mg de TiO: sintetizado al 6 % en masa y al cuarto
20 mg del material compuesto (C-TiO.). Los frascos estuvieron en agitacion constante a 600
rpm por 16 h y 30 min; posterior a esto, se expusieron a la radiacion solar natural por 5 h,
después de este tiempo se dejo reposo por 19 h. Pasado ese tiempo las mezclas se agitaron
por 30 min y se expusieron al sol nuevamente por 5 h. El proceso de degradacion de azul de

metileno se monitored por espectroscopia UV-Vis.
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V.Resultados y discusion

5.1. Extraccion de metabolitos secundarios en hojas de chaya

Para la obtencion de los extractos de hojas de chaya se utilizaron diferentes técnicas de
extraccion que permitieron evaluar la influencia de la temperatura y del disolvente. Los

resultados se presentan a continuacion.

5.1.1. Analisis termogravimétrico (TGA)

Se realiz6 un analisis termogravimétrico sobre las hojas de chaya antes de realizar el
procedimiento de secado con el objetivo de apreciar las diferentes pérdidas de masa que

ocurren en el material verde, en atmdsfera de aire, hasta 600 °C (figura 8).

Chaya verde
Air atmosphere p = 10 °C/min
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Fig. 8. Curva TGA de las hojas de chaya verdes en atmosfera de aire

En la figura 8 se aprecia que la pérdida mas significativa de masa es la
correspondiente al proceso de deshidratacion (84.48 %), este analisis muestra la eficacia del
proceso de secado al cual se someten las hojas.

Para comprobar que no ocurren procesos de descomposicion de compuestos
organicos durante el calentamiento de la biomasa en las extracciones, se realiz6 un analisis
termogravimeétrico de las hojas de chaya previamente deshidratadas y pulverizadas. En este

sentido el TGA se llevo a cabo en atmdsfera de aire, hasta alcanzar 200 °C (figura 9).
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Fig. 9. Curva TGA de las hojas de chaya seca en atmosfera de aire

El andlisis TGA caracteriza los cambios quimico-fisicos ocurridos durante la
deshidratacion de la chaya previamente secada. Como se puede apreciar en la figura 9, a los
100 °C ocurre el proceso de deshidratacion, donde la pérdida de masa es de 3.94 %, lo que
significa que el proceso de secado y horno, con el cual se obtuvo en promedio una pérdida
de masa de 74.55 %, fue un proceso eficiente. Ademas, este tratamiento térmico implica que,
a las temperaturas a las cuales se realizaran las extracciones no ocurren procesos de
descomposicion de los compuestos existentes en las hojas.

A la muestra de hojas de chaya se le realizaron dos analisis por DSC en atmdsfera de
aire, uno para la muestra seca y otro con la presencia del disolvente (isopropanol) a usar en
las extracciones hasta la temperatura de 160 °C (temperatura maxima de extraccion en reactor
de microondas). Esta técnica permite calcular la variacion de entalpia asociada a cada etapa
durante el tratamiento térmico ademas de conocer detalles sobre la reversibilidad o
irreversibilidad de estos. En la figura 10 se muestran las curvas obtenidas en estos analisis y
en latabla 3 se muestran los valores de AH y el tipo de reaccion (deshidratacion o evaporacion

de disolvente) que son las fundamentales en estos procesos.
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Fig. 10. Curva DSC de a) chaya seca en atmdsfera de aire y b) chaya seca con isopropanol
en atmosfera de aire

En la figura 10 a) se muestra la curva DSC de la chaya seca en atmoésfera de aire
donde puede apreciarse el proceso de deshidratacion de la muestra alrededor de los 100 °C
con una energia de 114.78 J/g como tnico proceso que ocurre en el rango de temperaturas a
las que se realizan las extracciones, corroborando que no existen reacciones de
descomposicion de sustancias orgéanicas. En la figura 10 b) se muestra la curva DSC de la
chaya seca con isopropanol en atmosfera de aire, este proceso se llevd a cabo en una capsula
hermética, por lo cual se pueden apreciar 2 procesos fundamentales, la deshidratacion y la
evaporacion del disolvente, los cuales, por el efecto que provoca el aumento de la presion
dentro de la capsula hermética tienen un comportamiento especial. La temperatura de
ebullicion de isopropanol es 82.5 °C a presion estdndar ambiente, sin embargo, en este caso
puede observarse que alrededor de los 100 °C ocurre un proceso de deshidratacion con una
energia de 44.95 J/g y bruscamente vuelve a la linea base completandose la evaporacion a
una temperatura por encima de los 140 °C y con una energia de 369.40 J/g, este aumento de
la temperatura de ebullicién del disolvente puede estar relacionado con el aumento de la
presion del sistema y la ocurrencia de interacciones del disolvente con la muestra o con el
agua que esta contenia.

Tabla 3. AH y tipo de reaccion.

Reacciones Qrota (J/g) Chaya seca Qrotal (J/g) Disolvente
Deshidratacion ‘ 114.78 44.953
Evaporacion del disolvente ‘ - 369.40
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5.1.2. Influencia del disolvente y la temperatura de extraccién

Como ya se planteo, se utilizaron tres diferentes técnicas de extraccion con el objetivo de
evaluar la influencia de la temperatura en la extraccion de hojas de chaya: extraccion
convencional a temperatura ambiente, extraccion asistida por microondas y extraccion por
reflujo.

Los extractos obtenidos siguiendo las metodologias descritas en el capitulo anterior,
después de la evaporacion del disolvente fueron disueltos en diclorometano (CH2Cl) con la
finalidad de observar en un analisis cualitativo por cromatografia de capa fina las fracciones
extraidas. En la figura 11 se presenta este analisis con isopropanol como disolvente donde el
primer punto de aplicacion corresponde a la extraccion convencional a temperatura ambiente
y el resto de los puntos de aplicacion corresponden a las extracciones asistidas por
microondas a las temperaturas de 40, 80, 100, 120 y 160 °C, en la figura 12 es hexano el
disolvente utilizado, de igual forma a la izquierda de cada figura se encuentra la aplicacion
de la extraccion convencional a temperatura ambiente y luego las temperaturas de 80, 100 y
120 °C asistidas por microondas y en la figura 13 acetato de etilo con el mismo procedimiento

que con hexano.
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Fig. 11. Influencia de la temperatura en la extraccion con |sopropanol. a) CCF sin revelar y
b) CCF revelada
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Fig. 12. Influencia de la temperatura en la extraccion con hexano. a) CCF sin revelar y b)
CCF revelada
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Fig. 13. Influencia de la temperatura en la extraccion con acetato de etilo. a) CCF sin
revelar y b) CCF revelada

Como se puede apreciar en las figuras 11, 12 y 13, la temperatura de extraccion tiene
una apreciable influencia en el nimero de metabolitos y fracciones que se logran extraer, asi
como en la concentracion de estos pues la intensidad de las sefiales en CCF es mayor con el
aumento de la temperatura. Sin embargo, también se puede apreciar que a temperaturas
mayores a 80 °C tanto la cantidad como la intensidad de las sefiales en cromatografia no
varia, por tanto, se elige la técnica de extraccion por reflujo, ya que esta extrae a una
temperatura constante de 85 °C. En la figura 14 se muestran las CCF de los tres disolventes

evaluados con esta técnica.

e TRINTY
Fig. 14. Comparacion de la CCF de los disolventes utilizados (de izquierda a derecha:
isopropanol, hexano y acetato de etilo) con la técnica de reflujo: a) CCF antes del revelado
y b) CCF después del revelado

Como puede observarse en la figura 14, aplicando la técnica de extraccién por reflujo
se obtienen las fracciones y metabolitos que se predecian segun lo obtenido con las
extracciones asistidas por microondas a partir de 80 °C. La figura 14 también brinda
informacién importante acerca del disolvente a utilizar en las extracciones, en este sentido
puede observarse que en las extracciones con los tres disolventes empleados se obtienen
fracciones muy similares, sin embargo, con isopropanol las fracciones son mas intensas y se

aprecia mayor numero de estas. Debido a estos resultados, para obtener los metabolitos y
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fracciones aislados se utilizé la técnica de extraccion por reflujo con isopropanol como

disolvente.

5.2. Extraccion de metabolitos mediante la técnica de reflujo con
isopropanol

Se realizaron las extracciones por reflujo con isopropanol siguiendo la metodologia
propuesta en el capitulo anterior para esta técnica. EI crudo obtenido después de evaporar el
disolvente se llevo a una columna de cromatografia tipo flash con un volumen de equilibrio

de 48 ml, el resultado de esta separacion fue monitoreado por CCF.

5.2.1. Obtenciodn de los metabolitos aislados

En la figura 15 se ilustran las principales fracciones que se separaron de acuerdo con la
intensidad de la sefial en CCF, se recuperaron las mezclas clasificadas como M1, R1, M2,
M4 y M5.

Fig. 15. CCF del resultado de la separacion del crudo obtenido por reflujo

Por la cantidad e intensidad de las sefiales observadas en la mezcla R1 se procedié a
repurificar utilizando cromatografia de columna tipo flash con un volumen de equilibrio de
15 ml y utilizando como fase mdvil una mezcla hexano/acetato de etilo, comenzando la
separacion con hexano y aplicando un gradiente hasta una proporcion de 85:15. El resultado

de esta repurificacion fue monitoreado por CCF y se muestra en la figura 16.
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Fig. 16. CCF del resultado de la repurificacion de la mezcla R1
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Como resultado de la separacion de la mezcla R1 se aislé el compuesto que se
clasifico como C1-R1, el cual se obtuvo en forma de solido y se reservo una mezcla R1 por
la intensidad observada en las sefiales de esta para aplicar otros procesos de separacion en

estudios a futuro.

5.2.2. Caracterizacion de las fracciones y metabolitos obtenidos.

Las fracciones separadas por cromatografia en columna tipo flash fueron caracterizadas
mediante técnicas espectroscopicas de FT-IR, 'H-RMN y ¥C-RMN, se analizaron las
mezclas M1, M2, M4 y M5 y el compuesto aislado C1-R1. Para este ultimo, por obtenerse
en estado solido, fue posible utilizar la técnica de caracterizacion por espectrometria de
masas. Los espectros se presentan a continuacion.

M1: Para caracterizar esta fraccién metabolica se emplearon las técnicas espectroscopicas de
UV-Vis (figura 17 a)), FT-IR (figura 17 b)), *H-RMN (figura 17 c)) y **C-RMN (figura 17
d)) la mezcla asilada.

En la figura 17 a) se observa el espectro UV-Vis de la mezcla M1 donde se utilizd
diclorometano como disolvente, se presenta una sefial de absorcién sobre los 280 nm
probablemente representativa de las transiciones no* de un compuesto sustituido con
halégeno como puede ser el bromo. Por otra parte, en el espectro FT-IR (figura 17 b)) se
observa una sefial que corrobora lo anterior aproximadamente en 730 cm™, también se
observa la banda caracteristica del grupo carbonilo (C=0) en 1725 cm™ y se puede apreciar
la banda caracteristica de los Csp® inmediatamente por debajo de 3000 cm™.

En el espectro de *H-RMN de la mezcla M1 (figura 17 c)), se observa hacia campo
alto una sefial intensa cuadruple en 4.12 ppm con J=7.1 Hz, con este desplazamiento debido
probablemente a la cercania de los protones a un grupo metilo y a un oxigeno de un grupo
funcional éster. También se aprecian varias sefiales intensas simples y multiples, las cuales
deben corresponder a cadenas alifaticas.

Mientras tanto, en el espectro de **C-RMN (figura 17 d)) se observan siete sefiales de
carbonos alifaticos en: 171.1, correspondiente al carbono (C=0) de un éster, 60.3, 31.6, 29.7,
22.6, 21.1 y dos sefiales dobles en 14.1-13.9 ppm.

Por tanto, la mezcla M1 es alifatica y probablemente contiene algin halégeno y grupo

funcional éster.
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Fig. 17. Caracterizacion espectroscopica de la mezcla M1: a) UV-Vis, b) FT-IR, c) H-
RMN y d) **C-RMN



M2: Para caracterizar esta fraccion metabolica se analizaron las técnicas espectroscépicas de
UV-Vis (figura 18 a)), FT-IR (figura 18 b)), *H-RMN (figura 18 c)) y *C-RMN (figura 18

d)) la mezcla asilada.
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En la figura 18 a) se observa el espectro UV-Vis de la mezcla M2, se utilizé como

disolvente diclorometano, en este se pueden apreciar bandas caracteristicas de las
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transiciones nn* de compuestos aromaticos entre los 200 y 400 nm y bandas representativas
de transiciones n* que indican sustituciones en los anillos entre los 400 y los 700 nm. En el
espectro FT-IR (figura 18 b)) se aprecia una banda ancha en aproximadamente 3300 cm*
caracteristica de grupos hidroxilo (OH), se observa la banda caracteristica de los Csp® por
debajo de 3000 cm™ y también, la banda correspondiente al grupo carbonilo (C=0) en 1690
cm™,

En el espectro de 'H-RMN de la mezcla M2 (figura 18 c)), se observan 2 sefiales
dobles en 9.3 y 9.1 ppm indicativas de protones de aldehidos, en la region aromatica, entre 8
y 7 ppm se pueden observar dos sefiales, hacia campo alto se aprecian sefiales anchas sobre
los 5 ppm, indicativas de la presencia de protones de hidroxilo, ademas se aprecian varias
sefiales intensas simples y maltiples, las cuales deben formar parte de cadenas alifaticas.

Mientras tanto, en el espectro de 3C-RMN (figura 18 d)) se observan las siguientes
sefiales: en 189.6 ppm correspondiente a carbonos acidos, varias sefiales en la region
aromatica entre 110 y 160 ppm, asi como sefiales de carbonos alifaticos a campo alto. Por
tanto, la mezcla M2 podria corresponder a una mezcla de acidos grasos.

M4: Para caracterizar esta fraccion metabdlica se analizaron las técnicas espectroscopicas de
UV-Vis (figura 19 a)), FT-IR (figura 19 b)), *H-RMN (figura 19 c)) y *C-RMN (figura 19
d)) la mezcla asilada.

En la figura 19 a) se observa el espectro UV-Vis de la mezcla M4, se utilizé como
disolvente diclorometano, en este se pueden apreciar bandas caracteristicas de las
transiciones * de compuestos aromaticos entre los 200 y 400 nm y bandas representativas
de transiciones nn* que indican sustituciones en los anillos entre los 400 y los 700 nm.

En el espectro FT-IR (figura 19 b)) se aprecia una banda ancha en aproximadamente
3300 cm caracteristica de grupos hidroxilo (OH), se observa la banda caracteristica de los
Csp? por debajo de 3000 cm™ y también, la banda correspondiente al grupo carbonilo (C=0)
en 1725 cm™.

En el espectro de *H-RMN de la mezcla M4 (figura 19 c)), se observan tres sefiales
simples en 10.8, 9.8 y 9.5 ppm indicativas de protones de &cidos, en la region aromaética,
entre 8 y 7 ppm se pueden observar cuatro sefiales, hacia campo alto puede observarse sefial

en 5 ppm ancha, indicativa de la presencia de protones de alcoholes, ademas se aprecian

42



varias sefiales intensas simples y multiples, las cuales deben formar parte de cadenas
alifaticas.

Mientras tanto, en el espectro de 3C-RMN (figura 19 d)) se observan las siguientes
sefiales: en 171.1 ppm una sefial que corresponde a un carbonilo de éster, dos sefiales en la
region aromatica entre 130-135 ppm, asi como sefiales de carbonos alifaticos a campo alto.

Por tanto, M4 podria corresponder a una mezcla de &cidos grasos y derivados de estos.
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Fig. 19. Caracterizacion espectroscopica de la mezcla M4: a) UV-Vis, b) FT-IR, c) H-
RMN y d) *C-RMN
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M5: Para caracterizar esta fraccion metabdlica se analizaron las técnicas espectroscopicas
UV-Vis (figura 20 a)), FT-IR (figura 20 b)), *H-RMN (figura 20 c)) y *C-RMN (figura 20

d)) la mezcla asilada.
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Fig. 20. Caracterizacion espectroscopica de la mezcla M5: a) UV-Vis, b) FT-IR, c) H-

RMN y d) *C-RMN
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En la figura 20 a) se observa el espectro UV-Vis de la mezcla M5, se utilizé como
disolvente diclorometano, en este se pueden apreciar bandas caracteristicas de las
transiciones tn* de compuestos aromaticos entre los 200 y 400 nm y bandas representativas
de transiciones nm* que indican sustituciones en los anillos entre los 400 y los 600 nm.

En el espectro FT-IR (figura 20 b)) se aprecia una banda ancha en aproximadamente
3300 cm* caracteristica de grupos hidroxilo (OH), se observa la banda caracteristica de los
Csp? por debajo de 3000 cm™, también, la banda correspondiente al grupo carbonilo (C=0)
en 1725 cm™y la banda correspondiente a vibraciones C-O en 958 cm™.

En el espectro de *H-RMN de M5 (figura 20 c)), se observan cinco sefiales maltiples
y una simple en la region aromatica, entre 7'y 8 ppm, entre los 6 y 7 ppm se observan varias
sefiales probablemente debidas a insaturaciones en la mezcla hacia campo alto. También se
observan sefiales anchas cerca de 5 ppm, indicativas de la presencia de protones de alcoholes,
ademas se aprecian varias sefiales intensas simples y multiples, las cuales deben formar parte
de cadenas alifaticas.

Mientras tanto, en el espectro de *C-RMN (figura 20 d)) se observa una sefial en
167.8 ppm, correspondiente a carbono del grupo funcional éster o derivado de acidos,
maultiples sefiales en la region aromatica entre 110-150 ppm, asi como sefiales de carbonos
alifaticos a campo alto. Por tanto, M5 también puede corresponder a una mezcla de acidos

grasos y derivados de estos.

C1-R1: Para caracterizar este metabolito se analizaron diferentes técnicas espectroscépicas
como UV-Vis (figura 21 a)), FT-IR (figura 21 b)), *H-RMN (figura 21 c)), **C-RMN (figura
21 d)) y espectrometria de masas (figura 21 e)).

En la determinacion del espectro UV-Vis (figura 21 a)) del compuesto C1R1 se utilizé
como disolvente diclorometano, en este se pueden apreciar bandas caracteristicas de las
transiciones r* de compuestos aromaticos entre los 200 y 400 nm y bandas representativas

de transiciones nn* que indican sustituciones en los anillos entre los 400 y los 500 nm.
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En la figura 21 b) se observa el espectro FT-IR de la muestra C1R1, en él se aprecian
sefiales significativas de diferentes grupos funcionales. Una banda ancha en
aproximadamente 3300 cm™ caracteristica de grupos hidroxilo (OH), por debajo de 3000 cm”
! se presenta una banda intensa que corresponde a los enlaces C-H (Csp®). En 1720 cm™ se
observa una banda asociada a los dobles enlaces C=C, probablemente desplazada debido a
un gran nimero de Csp?, en 1365 cm™ aparece una banda precedida por otra de menor
intensidad que muestran el indice de ramificacion representativo para el grupo terbutilo.
Aproximadamente en 960 cm™ se observa una banda intensa correspondiente a la tension del
enlace C-O-C en éteres difenilicos.

En el espectro de *H-RMN de la muestra C1R1 (figura 21c)), se observan tres sefiales
correspondientes a un sistema aromatico trisustituido. En 7.53 ppm se encuentra una sefal
doble con una constante de acoplamiento en posicion orto de 8.7 Hz. También, se localiza
una sefial doble con un desplazamiento quimico de 7.35 ppm con J=2.4 Hz y una sefial doble
de dobles desplazada a 7.13 ppm, con J=8.7, 2.4 Hz. Hacia campo alto, se observan dos
sefiales intensas simples, la primera en 1.33 ppm y la segunda en 1.28 ppm que al integrarse
guardan una relacion 9:1 con respecto a las sefiales de los protones aromaticos. Por lo cual,
estas sefiales pertenecen a tres grupos metilo cada una. Mientras tanto, en el espectro de *C-
RMN acoplado (figura 21 d)) se observan seis sefiales de carbonos arométicos en: 147.6,
147.1, 138.5, 124.3, 124.1 y 119.1 ppm. En la region aliftica se ubican cuatro sefiales 34.9,
34.5,31.4y 30.2 ppm. Por otro lado, en la figura 21 e), que corresponde al espectro de masas
de alta resolucion en modo positivo (MS ES+), se observa el pico ion molecular con relacion
m/z=663.45, que indica que la simplicidad relativa observada en las sefiales en RMN podria
deberse a una estructura simétrica con unidades repetidas y se propone la formula condensada
C6He303 [M+H]. Por lo que se sugiere la siguiente estructura para este compuesto (figura
22):

Fig. 22. Estructura quimica del saliramofenol

47



En el espectro de masas de alta resolucion en modo negativo (MS ES-) que se presenta
en la figura 23 a) se observan dos picos con mayor abundancia m/z= 283.26 y 255.23, estos
pueden corresponderse con los fragmentos mas estables de la molécula de saliramofenol que
fue propuesta, los fragmentos se presentan en la figura 23 b). Lo que concuerda con la
estructura sugerida para la molécula C1R1. Uno de los fragmentos mas abundantes que se
observa es la ruptura del enlace del éster, resultando el del difenilo que perdié uno de los
terbutilos, de masa 283.26. El fragmento de masa 255. 23 puede deberse a la ruptura del
enlace ester, ademas la pérdida de un terbutilo y tres grupos metilo, uno de los cuales puede

haberse unido al oxigeno que quedo con carga negativa, como se observa en la figura 23 b).

2552328
a)

%

283.2636

m/z: 284.1776 (100.0%), 285.1810 (20.5%),
286.1843 (2.0%)

2842665

163 0617181 [ J { 11827 4732813 5533736 o, 4o4g 6694391 g3y 6ae7 8915302 921.4312
o 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000’
Fig. 23. a) Espectrometria de masas de alta resolucién modo negativo y b) fragmentos
obtenidos

Al tratarse de un tetramero, las integrales obtenidas en el espectro de *H-RMN y la
cantidad de sefiales de observadas en 3C-RMN corresponden a cuatro veces su valor. De
esta manera la cantidad de hidrégenos y carbonos, concuerdan con la formula quimica
propuesta. En la literatura se encontro que la estructura propuesta corresponde al producto

natural saliramofenol aislado de la especie Salicornia ramosissima J. Woods.>®

48



5.3. Obtencién del material carbonoso a partir de la biomasa residual

La biomasa residual de las extracciones se reservd y utilizd para obtener un material
carbonoso que pudiera aplicarse en determinados procesos fisicoquimicos con el objetivo de
aprovechar todo el material organico que la biomasa de esta planta tan importante nos brinda
y generar la menor cantidad de desechos al entorno. En funcion de esto, se emple6 la biomasa
residual de las extracciones obtenidas a 40, 80 y 160 °C para evaluar si existen diferencias
significativas en los materiales carbonosos obtenidos de biomasas tratadas a diferentes
temperaturas de extraccion. En primer lugar, se realizd un analisis termogravimétrico bajo
las mismas condiciones para determinar la temperatura a la cual se le aplicaria el tratamiento
térmico. Las gréficas obtenidas se muestran en la figura 23. Se observa que mientras aumenta
la temperatura de extraccion de metabolitos el porcentaje de pérdida de masa asociado a
compuestos organicos (pirolisis reactiva) es menor, lo que corrobora que cuando aumenta la
temperatura de extraccion se obtiene mayor cantidad de metabolitos, mientras que la
descomposicion de lignina, que se observa enseguida, se mantiene practicamente igual

independientemente de la temperatura de extraccion.
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Fig. 24. TGA de las biomasas residuales de las extracciones a las temperaturas de 40, 80 y
160 °C

A partir de la informacion extraida de las graficas se determind que la temperatura

Optima para realizar el tratamiento térmico es 450 °C, de modo que se procedié a aplicar la

metodologia descrita en el capitulo anterior en la figura 6. Se obtuvieron masas de material

carbonoso de 2.46, 2.72 y 3.28 g a partir de 10 g de biomasa obtenida de la extraccion a 40,
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80 y 160 °C, respectivamente, con porcentajes de pérdida de peso en el proceso de

carbonizacion de 75.39, 72.79 y 67.17%, respectivamente.

5.3.1. Caracterizacion estructural y morfologica

Los materiales carbonosos obtenidos a partir del TT a 450 °C de la biomasa residual luego
de los procesos de extraccion se caracterizaron mediante técnicas espectroscopicas y de
difraccion de rayos X como se muestra en la figura 24. Mediante el analisis de la figura 24
a) se aprecia el patron caracteristico de los materiales tipo 6xido de grafeno (banda D en
aproximadamente 1360 cm™, banda G en aproximadamente 1600 cm™ y la sefial en 2860 cm-
! que corresponde a la banda 2D) para los materiales carbonosos obtenidos a partir de las
biomasas residuales a las tres temperaturas de extraccion. Los valores de la relacion Ip/lg =
0.79 son aproximadamente iguales para los tres materiales, lo cual se aprecia debido a la
superposicién de los tres espectros, indicando una organizacién estructural muy parecida
entre ellas que es independiente de la temperatura de extraccion. Si se compara con otros
materiales tipo grafeno que se obtienen a partir de biomasas usando TT,° se observa que los
carbones que se obtienen en el presente trabajo poseen menores valores de la relacion Ip/lg,
lo cual indica una mayor organizacion bidimensional y una menor proporcién de defectos en
su estructura.

Mediante difraccidn de rayos X, figura 24 b) se aprecia en las tres muestras el plano
002 en aproximadamente 25 ° (doo2 = 0.36 nm) que indica una ligera expansién del parametro
de red en el eje ¢ de la estructura entre laminas de grafenos probablemente debido a cierto
grado de oxidacion.* La intensidad de esta sefial es muy baja debido a la presencia de
impurezas con un apreciablemente mayor grado de cristalinidad, en forma de sales como
(KCI, CaCOs, Na2CO3zy MgCO:s). En otros trabajos consultados, se aprecian con mayor
claridad los planos caracteristicos a materiales tipo grafeno en aproximadamente 26 y 43°,
respectivamente,?® esto se explica porque en general, luego de los TT, los materiales son
sometidos a diferentes procesos de activacion y lavado que permiten eliminar la mayor parte
de las sales y quedan de esta forma materiales mucho mas puros.

En lafigura 24 c) se observan los espectros XPS, se corrobora la presencia de las sales
encontradas en los difractogramas mediante las sefiales caracteristicas de O1s, C1s, Nass, Cazp

y Kop. Los valores de las razones C/O son 1.45, 1.85 y 1.37 para las temperaturas de
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extraccion 40, 80 y 160 °C, respectivamente, si se compara con otros materiales obtenidos a
partir de diferentes biomasas se tiene que los valores de esta razdn son semejantes, esto indica
que los materiales obtenidos en este trabajo poseen caracteristicas estructurales semejantes a

otros que se obtienen mediante procesos térmicos con activacion y dopaje.3-36:5
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Fig. 25. Caracterizacién combinada de los materiales carbonosos obtenidos: a)
Espectroscopia Raman, b) Difraccion de Rayos X, ¢) Espectroscopia XPS y d)
Espectroscopia FT-IR

Mediante el empleo de la espectroscopia infrarroja (figura 24 d)) se puede sugerir el
caréacter tipo 6xido de grafeno de los tres materiales carbonosos obtenidos, ya que se aprecian
sefiales caracteristicas de grupos funcionales organicos como la banda en ~3090 cm*
asociada a grupos hidroxilo (v(OH)), una banda debajo de 3000 cm, asignada a carbonos
alifaticos Csp°, una banda en ~1384 cm™* (v(C-0)) asociada a fragmentos fenolicos debido a

la descomposicion de restos de lignina °” y las bandas en ~1100, 1032 y 866 cm™ que se
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asocian con las vibraciones de valencia y doblaje dentro y fuera del plano de los carbonatos
presentes.®® La caracterizacion realizada concuerda y corrobora la presencia de zonas
bidimensionales (Raman y DRX), grupos funcionales orgénicos (XPS y FT-IR), ademés de
impurezas en forma de sales (DRX), siendo estas caracteristicas tipicas de materiales tipo
oxido de grafeno que se obtienen a partir de biomasas sin someterse a procesos de activacion

o lavado.

: - TRy : - . 5
Fig. 26. Microscoia electrénica de barrido de los materiales carbonosos obtenidos de las
biomasas residuales de las extracciones a las temperaturas de: a) 40 °C, b) 80 °C y c) 160
°C
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Ademas de las técnicas discutidas, se realiz6 un andlisis por microscopia SEM de los
tres materiales carbonosos obtenidos del TT de las biomasas residuales de las extracciones a
las tres temperaturas indicadas en la figura 26. En ella se observa la superficie irregular de
los materiales carbonosos obtenidos, asi como la porosidad en los mismos. Con el objetivo
de conocer su composicion cuantitativa se realizd ademas un analisis EDS (figura 27) donde
se muestra una tabla con la composicion cuantitativa de los elementos quimicos presentes en
los materiales carbonosos, dada la similitud de los tres materiales obtenidos a partir de las
tres temperaturas de extracciéon se presenta una imagen y tabla representativa (material
carbonoso obtenido de la biomasa residual de la extraccion a 80 °C), donde se aprecia que

tanto el carbono como el oxigeno son los elementos con mayor porcentaje en masa. Otros
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elementos se identifican formando sales como K, Cl, Na, N, Mg y Ca y también aparecen

algunas impurezas poco significativas de Si, P, Sy Al.
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Fig. 27. Andlisis EDS representativo de los tres materiales carbonosos obtenidos
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Toda la informacidn estructural y morfoldgica realizada a los materiales carbonosos
obtenidos a partir de la biomasa restante de las extracciones con isopropanol a las
temperaturas de 40, 80 y 160 °C permite concluir que los materiales obtenidos tienen
caracteristicas similares independientemente de la temperatura que fue aplicada a la biomasa

en la extraccion de los metabolitos.

5.4. Descomposicion de azul de metileno

Se sintetizo TiOz al 6%, el resultado de la sintesis se corrobor6 con DRX, al igual que el
material compuesto C-TiO». Los difractogramas se muestran en la figura 27.

14 4 10 - "
a) R ‘|'i02 b) C-TIO2

12 4 * Rutilo ] ‘ # Anatasa

# Anatasa 8 H $ KCI
104 # @ Brookita ‘
‘ —
i = 6

A : ) ‘
. * E 1
@ i
5 ) . | ‘ é N |\ \|
= | 1= #

47 \‘m | ‘ ’ ] | $ f A ##

M | # ' | | I, i 4
5 . h la, / r \ 2 _th"‘v Jl \'; / \% H | / .
\. ,J . \
and ' "\JW \w‘ W ‘\,. r . ] W"'w.n.mm"” u\"\'}"‘\.“mu.rﬂ‘ ""’Il\..,qul"’ Mg H'\cmw
04
T T T 1 0 T T T T 1
20 40 60 80 10 20 30 40 50 60
20 %) 26 (%)

Fig. 28. Difraccion de rayos X: a) TiO2 al 6 % en masa y b) C-TiO>
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Mediante la difraccién de rayos X del TiO- al 6% en masa obtenido (figura 28 a)) se
puede observar como producto TiO> en las tres fases cristalinas, rutilo, anatasa y brookita,
siendo la fase rutilo predominante, seguida de anatasa y por Gltimo brookita. Los valores de
tamanio de cristalito calculado segun la ecuacion de Debye-Sherrer son 7.4 nm para la anatasa
en el TiO2 sintetizado y 5.8 nm para la anatasa obtenida sobre el material carbonoso, estos
valores resultaron menores que los reportados en la literatura,*** lo cual favorece la
actividad fotocatalitica de los materiales compuestos obtenidos en este trabajo. Sin embargo,
es la fase anatasa, por sus propiedades, la mas utilizada como fotocatalizador. Para el material
compuesto C-TiO> se puede apreciar la difraccion de rayos X en la figura 28 b), en esta se
observa que la fase cristalina anatasa es la predominante en este material y presenta algunas
impurezas de KCI, las impurezas de los 6xidos metélicos fueron removidas por al &cido
utilizado. También se realizé un andlisis morfolégico por microscopia electrénica de barrido,

el cual se presenta en la figura 29.
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Fig. 29. Mlcroscopla SEM y anaI|S|s estructural EDS en: a) TiO2 al 6 % y b) C-TiO>

El estudio morfologico revela en la figura 29 a) que el didxido de titanio sintetizado es
probablemente nanoestructurado pero forma aglomerados muy grandes. En la figura 29 b)

puede observarse gque, a pesar de no distinguirse el tamafio de nanoparticula del TiO, este se
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encuentra en los poros de la estructura del material carbonoso, de modo que se logro obtener
un material compuesto C-TiO». El andlisis elemental en ambos casos corrobora lo obtenido
en DRX.

Para analizar el efecto fotocatalizador del material compuesto obtenido, siguiendo el
procedimiento del capitulo anterior, este fue puesto en contacto con una disolucién de azul
de metileno, al igual que el TiO2 y el polvo carbonoso por si solo. En la figura 30 se muestra

una imagen del experimento antes y después de la exposicion al sol.

Fig. 30. Experimento de degradacién de azul de metileno

En la figura 30 se aprecia como por la accion del sol el color en la disolucion de azul
de metileno disminuye su intensidad, lo que cualitativamente implica una degradacién. De
izquierda a derecha, al inicio los frascos contenian: 100 ml de disolucion de azul de metileno
(AM) de concentracion 25 mg/L, en las tres restantes, ademéas de los 100 ml de disolucién
contenian 20 mg de material carbonoso (C), el siguiente 20 mg de TiO2 y la Gltima de la
derecha 20 mg de material compuesto C-TiO,. Este experimento se monitoreo por
espectroscopia UV-Vis, el espectro de absorcidn de cada muestra posterior a la exposicion al
sol se muestra en la figura 31.
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Fig. 31. Espectro de absorcién UV-Vis de las disoluciones posterior al proceso de
descomposicion del azul de metileno

En el espectro se observa sobre los 664 nm la banda asociada al azul de metileno, con respecto
al patron (linea en negro, A = 2.4 a.u.). Por otra parte, las 4 disoluciones expuestas al sol
muestran una disminucion considerable de la absorbancia. En rojo se muestra el espectro
correspondiente al azul de metileno (A = 1.1 a.u.), lo que evidencia que la luz descompone
en cierta medida por si sola a la molécula. Sin embargo, para las lineas en azul (A =0.5a.u.)
y verde (A = 0.4 a.u.), los espectros de las disoluciones que contenian material carbonoso y
TiO> respectivamente muestran una absorbancia considerablemente por debajo de las curvas
del patron y de la descomposicién propia de la molécula, aunque mantienen la sefial
caracteristica de esta. Por otra parte, en rosa (A = 0 a.u.) se observa el espectro
correspondiente a la disolucion que contenia el material compuesto (C-TiO3), este espectro
muestra que la accion de este logré la descomposicion completa de la molécula de azul de
metileno. Por lo tanto, el TiO2 actia como fotocatalizador segin el mecanismo que se explica
al inicio de esta tesis en el capitulo 111, pero como la fase anatasa no es la predominante en
este caso no se logra una descomposicion completa. En el caso del material carbonoso, este
debe de actuar como adsorbente de las moléculas de azul de metileno debido a la superficie
porosa del material. En el material compuesto, el TiO2 actiia como fotocatalizador y los poros
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que puedan quedar disponibles actian como adsorbentes, creando una sinergia entre los dos
materiales que se encargan de desintegrar la molécula. Una vez filtradas las disoluciones,
después de la reaccion, se secaron los sélidos y se analizaron por SEM para comprobar lo

discutido.
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Fig. 32. Microscopia SEM y andlisis EDS de los materiales posterior a la exposicién con
azul de metileno: a) material carbonoso, b) TiO2 y c) C-TiO>

En la figura 32 se observa la morfologia de los tres sélidos expuestos al azul de
metileno, en el caso del material carbonoso (figura 32 a)) se observa una superficie menos
irregular, con poros apreciablemente cubiertos y un aumento del porcentaje en peso del C
fundamentalmente, lo que indica una adsorcion de la molécula sobre la superficie porosa. En
la figura 32 b) se observa que el tamafio de las particulas del TiO. es significativamente
menor que antes de la exposicion al azul de metileno, esto puede deberse a la agitacién a la
gue fue sometida la disolucion, en este caso aparece un 5.94 % en peso de C, que se asocia a
los rastros de los resultados de la descomposicion fotocatalitica del azul de metileno. Por
ultimo, en la figura 32 c) se observa titanio en el analisis por EDS, el cual actué como

catalizador y a su vez no se observan poros visibles en la superficie del material carbonoso.
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En este sentido, se puede concluir que el material compuesto sintetizado alcanzd una sinergia
que le permiti6 tener el mejor desempefio en la descomposicion de la molécula de azul de

metileno por fotocatalisis, lo que se explica en trabajos previamente publicados.*4>%%°
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VI.

Conclusiones

La influencia de la temperatura en la extraccion de los metabolitos secundarios de
hojas de chaya fue evaluada, de modo que se determind que a temperaturas superiores
a 80 °C se logra una extraccion adecuada y se escoge el método de extraccion por
reflujo debido a la practicidad que este aporta.

La influencia de tres disolventes en la extraccion de metabolitos secundarios en hojas
de chaya fue estudiada: hexano, acetato de etilo e isopropanol, siendo este ultimo
disolvente el que aporté mayor cantidad de fracciones de extraccion y en la
evaluacion cualitativa de la CCF estas se muestran mas intensas, por tanto, se eligio
el isopropanol como disolvente para realizar las extracciones.

Por cromatografia de columna tipo flash se separaron cuatro fracciones metabdlicas
clasificadas como M1, M2, M4 y M5, estas fracciones contienen fundamentalmente
grupos funcionales derivados de acidos carboxilicos, por tanto, deben ser mezclas de
acidos grasos. Ademas, se aislo un metabolito clasificado como C1R1, para el cual,
con base en el andlisis espectroscopico, se propone la estructura del saliramofenol.
A partir de la biomasa residual de las extracciones de hojas de chaya se obtuvo un
material carbonoso, el cual fue caracterizado y presenta propiedades similares a
materiales tipo 6xido de grafeno.

La actividad fotocatalitica del material carbonoso compuesto con dioxido de titanio
fue evaluada, obteniéndose la descomposicion completa de la molécula de azul de

metileno.

Este trabajo de investigacion tiene un alto impacto ya que pone en valor un producto

endémico de la region tan importante como es la chaya, a partir de la extraccion y

caracterizacion de sus componentes quimicos, asi como el aprovechamiento de la biomasa

residual, a partir de la cual se obtuvo un material con propiedades importantes, estos

resultados fueron posibles gracias a la aplicacion de herramientas fisicoquimicas. Los

productos obtenidos pueden aplicarse potencialmente en la industria medioambiental, en el

avance cientifico para el desarrollo de productos naturales y, por tanto, representan provecho

a la sociedad.
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VI1I. Perspectivas

e Aislar e identificar los metabolitos secundarios obtenidos en las fracciones de la
extraccion con isopropanol.

e Continuar profundizando en la caracterizacion del producto natural obtenido C1R1
para corroborar la estructura propuesta o plantear una estructura mas adecuada.

e Estudiar la cinética de descomposicién de azul de metileno con el material compuesto
C-TiOz2 con una fuente de luz UV controlada.
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