INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

ESCUELA SUPERIOR DE INGENIERIA
QUIMICA E INDUSTRIAS EXTRACTIVAS

OBTENCION DE EXTRACTOS CON
PROPIEDADES ANTIOXIDANTES A
PARTIR DE Curcuma longa L.

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
INGENIERO QUIMICO INDUSTRIAL

PRESENTA
JESUS EMMANUEL BAUTISTA LUGO

Primer Asesor

M. en C. Jesus Torres Calderdn

Segundo Asesor
Dr. Samuel Siles Alvarado

X
1<}
(K]
><]
S

México, Ciudad de México Septiembre 2017




Escuela Superior de Ingenieria Quimica ¢ Industrias Extractivas
DEPARTAMENTO DE EVALUACION Y SEGUIMIENTO ACADEMICO

SECRETARIA DE
EDUCACION PUBLICA

SEP : b, 3 Instituto Politécnico Nacional &

“Afo del Cantenario de la Promulgacion de 'a Constitucién Politice de los Estados Unidos Mexicanos”
“80 Aniversario del CECyT 14 “Luis Ennique Erro”

“60 Aniversano dai Patronato ¢e Obras e Instalacicnes”

“50 Aniversario de la COFAA-IPN'

*30 Anivarsario de la Unidad Profasional Intardisciplinaria de Biotecnolcgia”

T-075-17
Ciudad de México, 9 de agosto del 2017.
Al C. Pasante: Boleta: Carrera: Generacion:
JESUS EMMANUEL BAUTISTA LUGO 2010320013 iQl 2010-2014

Mediante el presente se hace de su conocimiento que la Subdireccidon Académica a través de este
Departamento autoriza que el C. Ing. Jesus Torres Calderdn y al C. Dr, Samuel Siles Alvarado, sean asesores
en el tema que propone usted desarrollar como prueba escrita en la opcién Tesis Individual, con el titulo y
contenido siguiente:

“Obtencion de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.”,
Resumen.
Introduccion.
.- Fundamentacion teodrica.

Il.- Metodologia experimental.

lll.- Interpretacion de resultados.
Conclusiones.
Referencias.

Se concede un plazo maximo de un ano, a partir de esta fecha, para presentarlo a revision por el Jurado asignado.

Presidente de la Academia de
Quimica Analitica. Ced. Prof.14758%6

S
e < /<J"l/' 4
7 )/.{71( ¢ AP /

£ 3 L
g CEsal] cuez Guerrero Ing. Vi rM/n | Feregrin nandez

tamento de Evaluacion Subdirector Académico
ighto Académico.

Jefe del Depd
y Sequi

c.c.i.- Depto. de Evaluacion y Seguimiento Académica
c.c.i.- Depto. de Gestion Escolar
CRG/rcer



Escuela Supenior de Ingenieaia uimica ¢ Industrias Extracuvas
DEPARTAMENTO DE EVALUACION Y SEGUIMIENTO ACADEMICO

SECRETARIA DE
EDUCACION PUBLICA

SEP ke Instituto Politecnico Nacional &

“Aflo del Centenaro de la Promulgacion de |a Constitucion Politica de 105 Estacos Unidos Mexicanos”
“60 Aniversario del CECyT 14 “Luis Enrique Frro”

“60 Anwversario dal Patronato de Obras e Instalacionss'

50 Anwersaric de la COFAA-IPN'

“30 Anivarsaric de la Unidad Profesicnal Interdisciplinaria de Biolecnolegla”

T-075-17

Ciudad de México, a 1 de septiembre de 2017.
Al C_ Pasante: Boleta: Carrera: Generacion:
JESUS EMMANUEL BAUTISTA LUGO 2010320013 Q! 2010-2014
PRESENTE

Los suscritos tenemos el agrado de informar a usted, que habiendo procedido a revisar el borrador de
la modalidad de titulacion correspondiente denominado:

“Obtencion de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.".

encontramos que el citado Trabajo de Tesis Individual, redne los requisitos para autorizar el Examen
Profesional y PROCEDER A SU IMPRESION segun el caso, debiendo tomar en consideracion las indicaciones y

correcciones que al respecto se le hicieron.

Atentamente
JURADO
Q.B.P. Adriana Naranjo Martinez Ing. Jesus|Torres Calderdn
Presidenta Secretario

& j o A //,#ad /g M i
Dr. Roman Cabrera Sierra Ing. Gabriela Garcia Asiain M.,e{ C. Karlg/Jenny Lozano S

ler. Vocal 2° Vocal er. Vocal

c.c.i.- Expediente
CRG/rcr



Agradecimientos

Deseo agradecer a la Academia de Quimica Analitica de la ESIQIE — IPN por
permitirme desarrollar este trabajo, particularmente al Laboratorio de Fitoquimica,
en donde fue realizado.

Agradezco a mis colegas de laboratorio que me impulsaron tanto a crecer como
persona como investigador, especialmente a Barbara Avila Camacho, Marisol
Padrén Vasquez y Dulce Morales Hernandez, quienes dejaron una huella mas
profunda.

Con admiracion y respeto a:

Dr. Samuel Siles Alvarado, por su orientacion, apoyo y dedicacién en la asesoria de
esta tesis, asimismo por impulsarme a pensar.

M. en C., Jesus Torres Calderdn, quien por su apoyo existe este trabajo.

Sin lugar a dudas, a mi familia: a mis padres y a mis hermanos por cuanto me
apoyaron.

Nadie que es curioso es tonto. Las personas que no hacen preguntas
permanecen ignorantes durante sus vidas.

Neil deGrasse Tyson



A mi madre:

Emma Lugo Herndndez.
Por su amor y paciencia

que me impulsaron a seguir adelante.

A mi padre:

Jesls Manuel Bautista Barrera.
Cuyo ejemplo, trabajo y dedicacion

siempre me oriento.



Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

INDICE

Abreviaturas [

indice de figuras, tablas y esquemas iii

Resumen iv

Introduccién \

CAPITULO 1. Fundamentacion teérica

1.1 Carcuma (Curcuma longa L.)
1.1.1 Colorantes contenidos en la Curcuma longa L.
1.1.2 Propiedades de la curcumina
1.1.3 Usos de la curcuma

1.2 Extraccion de la curcumina
1.2.1 Extraccién asistida por bafio de ultrasonido (BUS)
1.2.2 Decoccién

1.3 Técnicas analiticas
1.3.1 Cromatografia de placa delgada (TLC)
1.3.2 Pruebas organolépticas

1.3.3 Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-VIS)

N~ o o o o o o o g W P, kP Pk

1.3.4 Analisis de barrido de peréxido de Hidrogeno (H2032)

1.3.5 Método de Capacidad de Absorbancia del Radical Oxigeno
(ORAC) 7

1.3.6 Cromatografia en columna (CC) 7
1.3.7 Cromatografia de gases (GC) 7

1.3.8 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(GC-MS) 7



Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

1.4 Derivatizacion

CAPITULO 2. Metodologia experimental

2.1 Preparacion de la muestra

2.2 Extraccion
2.2.1 Extraccion asistida por bafio de ultrasonido
2.2.2 Decoccién

2.3 Derivatizacion
2.3.1 Metilacion

2.4 Técnicas analiticas
2.4.1 Cromatografia de placa delgada
2.4.2 Pruebas organolépticas
2.4.3 Espectroscopia UV-VIS
2.4.4 Cromatografia en columna
2.4.5 Andlisis de barrido de H20:>
2.4.6 Método ORAC
2.4.7 Cromatografia de gases

2.4.8 GC-MS

CAPITULO 3. Interpretacién de resultados

3.1 Extracciones

3.2 Cromatografia en columna
3.3 Metilacion

3.4 Cromatografia de gases
3.5 GC-MS

3.6 Actividad antioxidante

CONCLUSIONES

© o0 0 0 o0

11
11
12
12
12
12
12
13
13
13
14

15
15
16
17
19
19
20

23



Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

BIBLIOGRAFIA

Anexos
Anexo A: Fotografias de las extracciones
Anexo B: Pruebas organolépticas
Anexo C: Espectros de UV-VIS de las pruebas organolépticas
Anexo D: Fotos TLC extraccion
Anexo E: Espectros de UV-VIS de la cromatografia en columna
Anexo F: Espectros de UV-VIS de la metilacion
Anexo G: Cromatogramas
Anexo H: Estructuras moleculares
Anexo I: Fragmentograma de FO-5

Anexo J: Interpretacion de los espectros de masas

24

28
29
30
36
45
46
49
50
52
57
58



Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

Abreviaturas y simbologia

T
T
#

(#:#)
@
B-FE
A
Amax
MO

um
AcOEt
Ar
Abs
AcOEt
°C

BF3
BUS
CAS
CcC
Celita
CHCI3
cm

DC

Dint

El*
EtOH
eV
FA-#
FAE-#
FAM-#
FCC-#
FE-#
FE
FID
film
FM
FO-#
g

GC
GC-MS
H

HCI
He
Hex
H20

Evaporacion

Reflujo

Numero natural

Mezcla de solventes viv

Evaluado a...

B-ficoeritrina

Longitud de onda #

Longitud de onda de maxima absorbancia
Microgramo

Micras

Acetato de etilo

Argon

Absorbancia

Acetato de etilo

Grados Celsius

Trifloruro de Boro

Extraccion asistida por bafio de ultrasonido
Chemical Abstracts Service
Cromatografia en columna

Tierras diatomeas

Cloroformo

Centimetros

Decoccién

Diametro interno

lonizacion por impacto electronico

Etanol

Electronvoltios

Fase acuosa #

Fase aquaetandlica #

Fase aguametandlica #

Fraccion de la cromatografia en columna #
Fase etanolica #

Fase estacionaria

Flame lonization Detector (detector de ionizacién de flama)
Espesor de pelicula

Fase movil

Fase organica #

Gramos

Cromatografia de Gases

Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas
Hidrégeno

Acido clorhidrico

Helio

Hexano

Agua destilada



Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

H202 Peroxido de Hidrégeno

HPLC High Performance Liquid Chromatography

L. Carlos Linneo

lig-lig Extraccion liquido-liquido

m Metros

mL Mililitros

MeOH Metanol

min Minuto

mM Milimol

m/z Relacion masa/carga, de un ion

M* lon molecular

MP Materia Prima

MS Espectrometria de Masas

N Normalidad

NaOH Hidroxido de Sodio

NIST National Institute of Standards and Technology

nm Nanometros

ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity (Capacidad de Absorbancia del
Radical Oxigeno)

pag. Pagina

pH Potencial de Hidrogeno

PM Peso molecular

psi Libras por pulgada cuadrada

RES Residuo

Rf Relacion de frentes

Roscoe William Roscoe

Roxb. William Roxburgh

Rt Tiempo de retencion

Salisb. Richard Anthony Salisbury

seg Segundos

sol-lig Extraccion solido-liquido

t=0 Tiempo cero

Teol Temperatura de la columna

Thuente Temperatura de la fuente de ionizacion

Tinyec Temperatura del inyector

Trransf Temperatura de la linea de transferencia

TLC Thin Layer Chromatography (cromatografia en capa fina)

Tol Tolueno

UHP Ultra High Purity (ultra alta pureza)

uv Ultravioleta

UVv-VvIS Ultravioleta-Visible
viv Relacién volumen/volumen



Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

indice de figuras, tablas y esquemas

Clave
Figuras

Figura 1.1
Figura 1.2
Figura 1.3
Figura 2.1
Figura 2.2
Figura 2.3
Figura 3.1
Figura 3.2
Figura 3.3

Tablas

Tabla 3.1
Tabla 3.2
Tabla 3.3
Tabla 3.4
Tabla 3.5
Tabla 3.6
Tabla 3.7
Tabla 3.8
Tabla 3.9
Tabla 3.10
Tabla 3.11

Esquemas

Esquema 1
Esquema 2
Esquema 3
Esquema 4

Nombre

Curcuma longa L.

Degradacion alcalina de la curcumina
Equilibrio ceto-enol de la curcumina
Extraccion asistida por ultrasonido
Decoccion

Cromatografia de capa fina

FAM-1

Curva de barrido de H202

Prueba ORAC

Pruebas organolépticas

Relaciones de frente de las extracciones por materia prima
Relaciones de frente de las extracciones por BUS y DC
Relaciones de frente de las extracciones con diferente solvente
UV-VIS de la cromatografia en columna

TLC de la cromatografia en columna

TLC de las extracciones de la metilacion

UV-VIS de las extracciones de la metilacion

Resultados GC-MS de FO-5

Resultados de la prueba de barrido de H20:>

Resultados de la prueba ORAC

Extraccion asistida por ultrasonido y decoccién de MP-1
Extraccion asistida por ultrasonido y decoccion de MP-2
Extraccién asistida por ultrasonido y decoccion de MP-3
Metilacion

pag.

15
16
16
16
17
17
18
18
19
21
22

10
10
10
11



Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

Resumen

La curcuma es un colorante alimenticio vegetal obtenido de la Curcumalonga L., es
usada en una diversidad de platillos preparados, otorgando una coloracion amarilla
al alimento. Su uso en la medicina tradicional y estudios sobre su actividad biol6gica
muestran que la circuma cuenta con propiedades antioxidantes.

Los extractos fueron obtenidos a partir de los rizomas de la planta (secos y frescos)
en bafo de ultrasonidos y por decoccioén, y caracterizados por UV-VIS y TLC.

Después de las separaciones y purificaciones preliminares, se analizé la actividad
antioxidante con las pruebas de “Barrido de peroxido de Hidrogeno” y “ORAC”. El
analisis por GC-MS muestra la presencia de compuestos aromaticos, terpenos y
ciclicos insaturados
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Introduccion

Por siglos, los aditivos alimenticios han sido utilizados con distintos fines: la sal era
para preservar carnes y pescados; hierbas y especias para mejorar el sabor; aztcar
para la preservacion de frutas; vinagre para el encurtido de carne y vegetables. Ante
una demanda de alimentos siempre creciente y una oferta cada vez mas
diversificada, los consumidores se vuelven cada vez mas exigentes en las
caracteristicas organolépticas de los alimentos que consumen @,

Tomando en cuenta que los aditivos alimenticios son productos y/o substancias que,
sin formar parte original de los alimentos permiten la mejora y/o conservacion de las
propiedades organolépticas, asi como la preservacion de los alimentos @; el uso de
productos naturales como ingredientes en la elaboracion de alimentos se hace cada
vez mas un requerimiento sustancial por parte de los consumidores.

Los aditivos alimenticios mas empleados en la industria son sin duda los colorantes;
sin embargo, en vista de que los colorantes sintéticos fueron mostrando efectos
nocivos para la salud de los consumidores ®); el uso de colorantes naturales se va
incrementando de manera muy significativa, no solamente por sus propiedades
organolépticas @ @ sino también porque estd comprobado que muchos de ellos
presentan actividades biolégicas desde antiinflamatorias hasta antioxidantes.
Tomando en cuenta estas propiedades potenciales se optdé por estudiar los
colorantes contenidos en la curcuma (Curcuma longa L., empleados
ancestralmente en la coloracion de alimentos, pero también conocido por su
actividad antioxidante.

El consumo de alimentos ricos en antioxidantes esta vinculado a los beneficios para
la salud ya que permiten proteger de los dafios producidos por los radicales libres,
tanto enddgenos como exogenos ® ©), El desbalance de radicales libres en un
organismo vivo puede dafar proteinas, lipidos, ADN vy otros; provocando
envejecimiento celular y estrés oxidativo que conducen a enfermedades
cardiovasculares, neuronales, cancer y otras ©).
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CAPITULO 1. Fundamentacion tedrica
1.1 Carcuma (Curcuma longal.)

Curcuma es el nombre comun de la planta Curcuma longa L., asi como de la especia
y de la tintura elaboradas a partir de la misma () ®). El condimento colorido obtenido
de los rizomas deshidratados de la planta tiene un color anaranjado o rojizo, un olor
a almizcle y un sabor amargo. Es usado como colorante en salsas, mantequillas,
quesos y otros ©).

d 4'4(\)("’ o ’

Figura 1.1 Curcuma longa L.

Aparte de la Curcuma longa L., varias especies del género Curcuma; tales como la
C. aromatica Salisb., C. amada Roxb., C. caesia Roxb., C. aeruginosa Roxb., y C.
xanthorrhiza Roxb., todas ellas son procedentes de Asia tropical . El género
Curcuma pertenece a la familia Zingiberaceae, e incluye otras especias importantes
como el cardamomo (Elettaria cardamomum L.), cardamomo negro (Amomum
subulatum Roxb.), y el jengibre (Zingiber officinale Roscoe) (19,

Aproximadamente el 80% de la produccién mundial de curcuma proviene de la India,
siendo éste el mayor productor, consumidor y exportador. Los principales
importadores son Japén, Estados Unidos, Reino Unido, Sri Lanka, Africa y Medio
Oriente ©). Este colorante alimenticio es producido y consumido tradicionalmente en
Ameérica Latina.

1.1.1 Colorantes contenidos en la Curcuma longa L.

El color caracteristico de la circuma es debido a la presencia de curcuminoides 1%
(12) siendo el mas abundante la curcumina 1 ®, seguido de la desmetoxicurcumina
2 y la bidesmetoxicurcumina 3 @ (13) A4 También se aislaron otros constituyentes
minoritarios 4, 5, y 6, isomeros de los tres primeros ©).
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1.1.2 Propiedades de la curcumina
Nombre: Curcumina 4
Numero de Registro CAS: 458-37-7 (13) (14)
Nombre CAS: 1,7-Bis (4-hidroxi-3-metoxi-fenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona 13 %)

Otros nombres: Amarillo circuma @4: E100; E100i; Kurkum (13): diferuloilmetano
14 15- C.1. 75300 ®¥; Amarillo natural 3 4

Férmula molecular: Ca1H2006 13) (14) (16) (17)
Peso molecular: 368.39 g/mol (13 (14) (16) 17)
Porcentaje de composicion: C 68.47%, H 5.47%, O 26.06%. 14

Punto de Fusion: 183°C (14) (16) (17) (20)
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indice de refraccion: 1.5118 @ 20°C (@
Absortividad maxima: 265y 420 a 425 nm (12) (13) (20)

Propiedades: Polvo cristalino de color amarillo-naranja o amarillo-rojizo ® (3) 14)
(17, Las soluciones (etandlica y/o acuosa) cambian a rojo a pH = 7.5 Como
oleorresina es un fluido viscoso de color café-naranja oscuro 9. Es inestable a pH

alcalino @9 y se degrada a feruloilmetano 7, acido ferdlico 8, vainillina 9 y acetona
10 ® @9),

9 10

Figura 1.2 Degradacion alcalina de la curcumina
Como especia, tiene un aroma fresco que recuerda a naranja dulce y jengibre, un
poco fuerte y sabor picante () (18) (19),

La curcumina es insoluble en Agua 1 (13 (14) @7 20) y en Dietil éter (3) (14) A7),
Ligeramente soluble en Benceno 12 y en Acetona (12 (29), Soluble en Etanol (12 (13)
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(14) (16) 17) 29) y en Acido acético glacial 13 (14) (16) 17): pero no presenta toxicidad 2©)
(21),

La curcumina presenta diferentes especies quimicas en funcion del pH con
pPKa1=7.8; pKa2=8.5; pKa3=9.0.

Tautomeria

Debido a la presencia de 1,3 dicarbonilo en la estructura principal, el equilibrio ceto-
enodlico hace que, dependiendo del medio, mas del 95 por ciento de estos
componentes se encuentran en su forma enol 11 ®) 22),

H
o Yo

O\ - /O O A = = O O\
OH HO OH

11

1

Figura 1.3 Equilibrio ceto-enol de la curcumina

1.1.3 Usos de la clircuma

El colorante obtenido de los rizomas de carcuma, ha sido empleado
tradicionalmente para dar color y preservar alimentos, ingrediente esencial en varios
platillos asiaticos. Este colorante natural ha sido aprobado por la Unién Europea
como aditivo alimenticio en productos lacteos, helados, frutas y verduras, dulces,
cereales, panaderia, carne, pescado, huevos, especias, sopas y salsas, 0 como
colorante en aceites y ceras () (24) (25),

Ademas del ambito alimenticio, este colorante es usado para el tefiido de telas,
como colorante bioldgico, o como indicador de pH (8 a 9) como papel de circuma,
para la deteccion del Boro (14, La circuma ha sido usada por milenios en la medicina
tradicional de la India 19 (2, para el tratamiento de heridas 1 @8, Ultimamente se
han estudiado sus actividades biolégicas potenciales como antiinflamatorio (9 (20)
(24) @7 antioxidante (15 (20) 28) antiséptico 1° y en el tratamiento de ciertos tipos de
cancer 1®, aunque esta Gltima actividad no parece ser muy significativa (12) (15) (20),

1.2 Extracciéon de la curcumina

Para el analisis cualitativo de los componentes de un producto natural, es importante
la separacion de los compuestos de interés de la matriz en que se encuentran 9.
La extraccion solido-liquido usando solventes es la técnica mas comin 9. El uso
de calor no es recomendable en componentes de origen natural debido a su
inestabilidad térmica.
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De las técnicas reportadas para la extraccion de curcumina a partir de los rizomas
de curcuma 4 (0) 31 (32) se escogid la extraccion asistida por bafio de ultrasonido
y decoccidn.

1.2.1 Extraccion asistida por bafio de ultrasonido (BUS)

El incremento de la eficiencia en la extraccion usando BUS, ha sido atribuido a la
propagacion de ondas de presion de ultrasonido a través del solvente, resultando
en el fendmeno de cavitacion; descrito como la formacién, crecimiento y colapso de
burbujas llenas de vapor en un liquido. La implosion de las burbujas en la cavitacion
propicia los fenémenos fisicos de microturbulencia, alta velocidad de colision entre
particulas, ruptura de las paredes celulares y reduccion del tamafio de particula,
gue conlleva a un incremento en la transferencia de masa de componentes tanto
intra como intercelulares @b,

1.2.2 Decoccién

Técnica utilizada para las partes duras de las plantas (raices, cortezas, ramas y
semillas), que requieren ser cocidas para soltar sus principios activos. El material
vegetal, trozado o molido, es introducido en un recipiente con solvente y se calienta
hasta ebullicion, dejando hervir de 3 a 10 minutos; se deja enfriar y posteriormente
se filtra. Este procedimiento es adecuado para extraer componentes térmicamente
estables (3,

1.3 Técnicas analiticas
1.3.1 Cromatografia de placa delgada (TLC)

Es una técnica de separacion de mezclas complejas, donde las distintas moléculas
de la muestra son discriminadas en funcién de la interaccién diferenciada entre los
componentes de la muestra y las fases estacionaria y mévil. Luego los productos
separados en la placa son visualizados al exponerlos a, por ejemplo, luz UV,
vapores de Yodo o rociando acido sulfurico.

1.3.2 Pruebas organolépticas

Es la disciplina cientifica que permite evocar, medir, analizar e interpretar las
reacciones a caracteristicas de los alimentos y materiales, de acuerdo a como se
perciben por medio de los sentidos de la vista, olfato, gusto, tacto y oido.

1.3.3 Espectroscopia UV-VIS

Esta técnica espectroscopica, esta basada en la capacidad de absorcion de la
radiacion electromagnética a una longitud de onda bien definida que permite la
transicion electronica entre orbitales moleculares ligantes y antiligantes,
caracteristicos de grupos funcionales que se encuentran en el analito.
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1.3.4 Andlisis de barrido de perdxido de hidrogeno (H202)

De acuerdo a la metodologia propuesta por Ruch et al. (1989) 8, una solucién de
peréxido de hidrégeno (40 mM) es preparada en buffer de fosfato. La concentracion
de peréxido es determinada por absorcion, usando un espectrofotometro. El
extracto antioxidante (20-60 pg) en agua destilada es afadido al perdxido de
hidrégeno y la absorbancia es determinada después de diez minutos con un blanco
de solucion buffer de fosfato sin el perdxido de hidrégeno.

1.3.5 Método de Capacidad de Absorbancia del Radical Oxigeno (ORAC)

El método ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), es una prueba que
permite comprobar el “Poder antioxidante” de los alimentos y otras sustancias
guimicas. Esta prueba puede realizarse usando tanto [B-ficoeritrina (B-FE) o
fluoresceina como molécula objetivo. Midiendo el decrecimiento en la fluorescencia
en presencia de barredores de radicales libres.

1.3.6 Cromatografia en columna (CC)

Proceso donde los componentes de la mezcla son arrastrados de manera
descendente por la fase movil a través de una columna rellena, separandose por la
diferencia de distribucién de cada componente entre las fases mévil y estacionaria.

1.3.7 Cromatografia de gases (GC)

Es una técnica que permite separar mezclas complejas con base a la interaccion
diferenciada de los analitos con una fase estacionaria activa. Los analitos en estado
gaseoso son acarreados por un gas inerte a lo largo de un capilar que contiene la
fase activa.

1.3.8 Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas
(GC-MS)

Este sistema acoplado es una técnica analitica destructiva de alta sensibilidad y
especificidad que permite separar los componentes de una mezcla y determinar su
estructura mediante la interpretacion de los fragmentos ibnicos obtenidos por
interaccion con una fuente de energia externa.

1.4 Derivatizacion

La derivatizacion es un proceso quimico que permite la modificacion temporal y/o
permanente de los grupos funcionales de una especie quimica; para adecuarlos a
los requisitos de una técnica analitica. Por ejemplo, el trifloruro de Boro (BF3) es un
reactivo util para la formacién de éteres y/o ésteres metilicos.



Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

CAPITULO 2. Metodologia experimental
2.1 Preparacion de la muestra
La materia prima utilizada fue circuma, bajo tres presentaciones:

1. Rizoma fresco de curcuma (MP-1).

2. Rizoma seco y pulverizado (MP-2).
Los rizomas frescos fueron lavados con agua destilada, cortadas y secadas
a temperatura ambiente, a la sombra, durante una semana. El producto una
vez seco fue molido hasta formar un polvo uniforme.

3. Polvo de Cdarcuma (MP-3). Condimento comercial.

2.2 Extraccion
2.2.1 Extraccion asistida por ultrasonido

Se usaron tres solventes diferentes: agua, agua:etanol (1:1) y etanol. Para MP-1
se pesaron 20 g en tres recipientes diferentes y se afiadieron 100 mL de cada
solvente. Para MP-2 se pesaron 2 g en tres recipientes diferentes y se afiadieron
100 mL de cada solvente. Para MP-3 se pesaron 2 g en tres recipientes diferentes
y se afiadieron 100 mL de cada solvente. Cada una de las mezclas fue introducida
en un bafio de ultrasonido dos veces por 30 minutos a 60 Hz. Los sélidos fueron
separados por filtracién con papel.

Se obtuvieron tres fases acuosas (FA-1, FA-2, FA-3), tres fases acuaetandlicas
(FAE-1, FAE-2, FAE-3) y tres fases etandlicas (FE-1, FE-2, FE-3), todas ligeramente
tibias. Fueron guardadas en refrigeracion y al cabo de una noche mostraron turbidez
gue fue eliminada por filtracion en un Blchner-Celita (FA-4, FA-5, FA-6; FAE-4,
FAE-5, FAE-6; FE-4, FE-5, FE-6).

SNz

Figura 2.1 Extraccion asistida por ultrasonido
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2.2.2 Decoccioén

Se usaron los solventes anteriormente descritos; para MP-1 se pesaron 20 g en tres
recipientes diferentes y se afadieron 100 mL de cada solvente. Para MP-2 se
pesaron 2 g en tres recipientes diferentes y se afiadieron 100 mL de cada solvente.
Para MP-3 se pesaron 2 g en tres recipientes diferentes y se afiadieron 100 mL de
cada solvente. Las mezclas fueron calentadas 10 minutos a reflujo y los sdlidos
separados por filtracion con papel.

Se obtuvieron tres fases acuosas (FA-7, FA-8, FA-9), tres fases acuaetandlicas
(FAE-7, FAE-8, FAE-9) y tres fases etandlicas (FE-7, FE-8, FE-9); todas ligeramente
tibias. Fueron guardadas en refrigeracion y al cabo de una noche mostraron turbidez
gue fue eliminada por filtracién en un Bichner-Celita (FA-10, FA-11, FA-12; FAE-
10, FAE-11, FAE-12; FE-10, FE-11, FE-12).

—

/[ %
] —J

Figura 2.2 Decoccion
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© o o Jo lo |

| FA1 || FAE-1 | FEA | Fa7 || FAE7 || FE7 |

© 1 & 1 | |e

| FA4 || FAE4 | FE4 | FA-10 | | FAE-10 | | FE-10 |

Esquema 1 Extraccion asistida por ultrasonido y decoccién de MP-1

® l® o o o lo

| FA2 || FAE2 | FE-2 | FA8 || FAE8 || FE-8 |

© 1 6 | |0 e

| FA5 || FAE5 | FE5 | FA-11 | | FAE-11 | | FE-11 |

Esquema 2 Extraccion asistida por ultrasonido y decoccion de MP-2

A

®

A

O

| FA-3 || FAE3 |

A

©

®

FE-3

Y

® ©

A

®

¥

®

¥

®

| FA9 || FA

E9 || FE9 |

A

©

Y

©

Y

©

| FA6 || FAE6 | FEs6 | FA12 | | FAE112 | | FE12 |

Esquema 3 Extraccion asistida por ultrasonido y decoccion de MP-3

(A) MP + 100 mL H20
BUS 2x30 min
filtrar con papel filtro

(C) MP + 100 mL EtOH
BUS 2x30min
filtrar con papel filtro

(E) MP + 100 mL H20:EtOH
(1:2)
DC 10 min 1|
filtrar con papel filtro

(B) MP + 100 mL H20:EtOH
(1:2)
BUS 2x30 min
filtrar con papel filtro

(D) MP + 100 mL H20
DC 10 min 1|
filtrar con papel filtro

(F) MP + 100 mL EtOH
DC 10 min 1|
filtrar con papel filtro

(G) Filtracién Bichner-Celita
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2.3 Derivatizacion

2.3.1 Metilacioén

100 mL de FE-5 se concentraron en rotavapor hasta saturacion. En un tubo de
ensayo, 1 mL de FE-5 concentrado, fue llevado a sequedad con aire; el residuo fue
disuelto en 4 mL MeOH y transferido a un matraz bola unido de un refrigerante. Se
afadio 1 mL de BF3/MeOH (20%) y se refluyo en bafio de aceite durante 20 minutos;
se enfrié y se afladié 5 mL de H20 (FAM-1). Una vez destruido el exceso de BFs3, se

tomo una fraccion de 4 mL que fue extraida con Hexano (3 x 10 mL) (FO-1).

Por otra parte, se tom6 un mL de FAM-1 que fue llevado a sequedad y lavado con
tolueno (3 x 2 mL) y el residuo solido fue re-suspendido en MeOH para ser guardada
en refrigeracion (FO-2).

Una fraccion de la solucién en tolueno (FO-3) fue analizada por GC, de manera

directa y cambiando de solventes (AcOEt [FO-4] y CHCI3 [FO-5]).

FE-5

H,0

h

FAM-1

BF;/MeOH
11 10 min

TLC
uv-vis

lig-lig Hex
FAM-2 FO-1
TLC TLC
uv-vIis uv-vis

1) Alicuota a sequedad
2) Fraccionada con Tol y MeOH

1

TLC

FO-2 FO-3 uv-vis
GC
U;‘.'\(,:.s 1) Alicuota a sequedad
2) Resuspender en:
AcOEt CHCI;
v
FO-4 FO-5
GC GC
GC-MS

Esquema 4 Metilacion

11
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2.4 Técnicas analiticas
2.4.1 Cromatografia de placa delgada
Se realiz6 el seguimiento de los diferentes procesos por TLC, en placas de silica

gel Merck 60 Fas4, 2.5x10 cm y eluidos con CHCIz:MeOH (48:2)4, Los reveladores
utilizados fueron luz visible y UV (ver Figura 2.1).

Figura 2.1 Cromatografia de capa fina
2.4.2 Pruebas organolépticas

Tres alicuotas independientes de cada uno de los extractos (Esquemas 1, 2, 3)
fueron disueltas y homogeneizadas en EtOH. La primer alicuota sera tomada como
referencia (neutro), a la segunda se le afiadieron unas gotas de HCI 0.05N (4cido)
y a la tercera unas gotas de NaOH 0.05N (basico). Los resultados muestran una
dréstica variacion de color en medio basico; mientras que en medio acido no se
observan variaciones significativas.

2.4.3 Espectroscopia UV-VIS

Los espectros de UV-VIS se realizaron en un equipo Perkin Elmer Lambda 25, en
celdas de cuarzo de 1 cm, en las siguientes condiciones:

Ordenada: Absorbancia
Rango de barrido: 250-750 nm
Intervalo: 1.0 nm

Slit: 1.0nm
Velocidad de barrido: 480 nm/min

2.4.4 Cromatografia en columna
Se cargd una columna cromatografica con 30 g de silica gel suspendida en

CHCI3:MeOH (55:2) como fase movil. Se introdujo 0.3 g de la muestra FE-5 en la
columna y se inici6 la elusion con CHCIl3:MeOH (55:2).

12
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A medida que las fracciones eran recolectadas, la polaridad de la fase mévil se fue
incrementando, aumentando la proporcion de Metanol respecto a la de Cloroformo.
La operacién fue terminada con MeOH &cido (0.5% HCI v/v).

2.4.5 Andlisis de barrido de peroxido H>O2

Se prepar6 una solucion de H202 (40mM) en solucién amortiguadora de fosfato
(pH=7.4) y se midi6 su absorbancia a 340 nm. Por otra parte, se preparé una
solucion del extracto FE-5 en solucion buffer de fosfato (20-60 pg/mL).

En un matraz Erlenmeyer 50 mL se colocaron 8.5 mL del extracto y se afiadié 1.5
mL de solucion de perédxido (t=0) y se fue midiendo la absorbancia de la solucion
cada 10 minutos durante 50 minutos.

Nota: Las soluciones son inestables y deben ser preparadas en el momento del
andlisis, el blanco fue la solucion buffer.

2.4.6 Metodo ORAC

Se prepararon, una solucion del extracto FE-5 (50 pg/mL), de fluoresceina (0.3
pg/mL), y de H202 (0.3 pg/mL), todas en soluciébn amortiguadora de fosfato
(pH=7.4).

Se tomé el espectro UV-VIS de la solucion de fluoresceina y se determind su Awmax
(495 nm) y luego se midi6 su absorbancia. A 6 mL de esta solucion se afiadié 3 mL
de solucion de H20:2 (t=0) y se fue midiendo la absorbancia de la mezcla cada 5
minutos durante una hora.

Para evaluar la actividad antioxidante de la Curcumina se midi6 la absorbancia de
una mezcla de 6 mL de la solucion de fluoresceina 'y 1 mL de la solucion del extracto
FE-5 (495 nm). A esta mezcla se le afiadié 3 mL de la solucién de H20:2 (t=0) y se
fue midiendo la absorbancia de la mezcla cada 5 minutos durante 1 hora.

Nota: Las soluciones son inestables y deben ser preparadas en el momento del
andlisis, el blanco fue la solucién buffer.

2.4.7 Cromatografia de gases

Las separaciones fueron realizadas en un equipo Perkin Elmer AutoSystem XL, en
las siguientes condiciones:

Columna:  Capilar Elite-5 MS, 30 m, Dint: 0.32 mm, film: 0.25 pm
Fase movil: Ar

Flujo: 15 psi

Split: 0.2 mL/min

Tinyec: 200°C; split/splitless

Teol! 40°C, 5 min; 40-200°C, 15°C / min; 200°C, 10 min

Detector: FID, 230°C

13
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2.4.8 GC-MS

Los analisis por GC-MS fueron realizados en un equipo Perkin ElImer Clarus 600
GC/Perkin Elmer Clarus 600T MS en las siguientes condiciones:

GC
Columna Capilar Elite-5 MS
Longitud de columna: 30 m; Dint: 0.32 mm; film: 0.25 pm
Fase movil: He UHP
Flujo: 1.8 mL/min
Split: 40 mL/min
Tinyec: 200°C; split/splitless
Teol: 60 °C, 2 min; 60-200 °C, 30 °C / min; 200 °C, 25 min
Ttranst: 230°C
Ttuente: 230°C

MS Scan

Solvent delay: 2 min

Mass (m/z): 33-400
lonization mode: EI*; 70 eV
Time (min): 0.5-31.67
Scan Time: 0.5 seg

Inter scan delay: 0.05 seg

14
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CAPITULO 3. Interpretacion de resultados
3.1 Extracciones

Los extractos obtenidos presentan diferentes tonos y colores (Anexo A, pag. 29).
Con el fin de caracterizar los compuestos contenidos en los extractos, se evalud su
comportamiento en medios neutro, acido y basico. Se pudo constatar que su
estructura se modifica en medio basico, tomando un color rojo intenso (Anexo B,
pag. 30), lo cual fue corroborado por sus espectros UV-VIS correspondientes
(Anexo C, pag. 36).

Como podemos ver en la tabla 3.1, el valor medio de Amax del extracto neutro, es de
422 nm. Esto quiere decir que las diferencias visuales son causadas por: gradientes
de concentracion debidos a la falta de homogeneidad de las muestras, la diferencia
de las condiciones de extraccion y los solventes empleados. Por otra parte, si bien
el cambio de color en medio acido es muy poco perceptible, hay un corrimiento
batocromico muy significativo en medio basico.

Tabla 3.1 Pruebas organolépticas

Avax [nm
Técnica MP Solvente Medio | Medio | Medio
Neutro | Acido | Basico

H,O 422 421 442

MP-1 H,O: EtOH 425 426 476

EtOH 423 426 464

H,0O 422 422 453

BUS MP-2 H,O: EtOH 422 422 465
EtOH 423 426 471

H.O 420 419 440

MP-3 H,O: EtOH 425 427 459

EtOH 419 425 453

H>O 421 421 453

MP-1 H.O: EtOH 422 422 445

EtOH 422 425 473

H.0O 422 422 442

DC MP-2 H.O: EtOH 421 421 460
EtOH 422 426 475

H.O 421 422 442

MP-3 H,O: EtOH 422 421 463

EtOH 421 425 472

Por otra parte, los resultados de TLC nos permiten concluir que no hay diferencias
cualitativas entre las técnicas de extraccion empleadas ni el tipo de materia prima
(Tabla 3.2 y Tabla 3.3). Sin embargo, existe una diferencia significativa en la
eficiencia de la extraccion cuando se cambia de solvente (Tabla 3.3). Los
componentes separados son observables en el visible y en el UV (Anexo D, pag.45).

15
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Tabla 3.2 Relaciones de frente de las extracciones por materia prima

Técnica BUS
MP MP-1 | MP-2 | MP-3
Solvente EtOH
Rf1 0.51 | 051 | 0.50
Rf2 0.36 | 0.35 | 0.35
Rfs 0.25 | 0.24 | 0.23

Tabla 3.3 Relaciones de frente de por BUS y DC

Técnica | BUS | DC | BUS | DC | BUS | DC
MP MP-1 MP-2 MP-3
Solvente EtOH
Rf1 051 | 051 | 0.51 | 0.54 | 0.50 | 0.50
Rf2 0.36 | 0.35 | 0.35 | 0.40 | 0.35 | 0.35
Rfs 0.25 | 0.24 | 0.24 | 0.24 | 0.23 | 0.24

Tabla 3.4 Relaciones de frente de las extracciones con diferente solvente

Técnica BUS
MP MP-2

Solvente | H2O | H2O:EtOH | EtOH
Rf1 0.50 0.51
Rf2 0.35 0.35 0.35
Rf3 0.24 0.224 0.24

Tomando en cuenta las caracteristicas de los extractos en base a sus espectros

UV-VIS, tomamos la decision de continuar los analisis con el extracto por ultrasonido
del rizoma seco de Curcuma longa en EtOH (FE-5).

3.2 Cromatografia en columna

La cromatografia en columna de la FE-5 nos dio 14 fracciones (FCC), que fueron
caracterizados por TLC y UV-VIS. Las fracciones 3 a 9 muestran espectros UV-VIS

idénticos (La16) (Anexo E, pag. 46), mientras que sus TLC muestran una coelusion
de compuestos posiblemente analogos (Tablas 3.5y 3.6).

16
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Tabla 3.5 UV-VIS de la cromatog

rafia en columna

FCC A A2 As A4 As As A7 As Ao

[nm] | [nm] | [nm] | [nm] | [nm] | [nm] | [nm] | [nm] | [nm]
1 | - Ky R e el B e 425 | -----
2 | e | e | - 372 | - | em | e | e | -
K e T Tl e B B 417 | --—-- | -----
N e T B et IS IS 418 | ----- | -----
B | ceemn [ e [ emeee [ e [ | e 416 | -==== | --ee-
B | e [ emn [ e [ e | emeen | oo 415 | -mmem | eee-
A S e— 414 | - | -
I e e T Tl e B 413 | ----- | -
I I I [ | N e 417 | - | --e-
10 273 | --—--- 358 | ----- | - | emem | e | e | -
11 | - | == | e | - 397 | ----- 416 | ----- 441
12 273 | -—--- | mem | e | e 410 | ----- | - | -----
13 273 | === | e | e | eeee- 410 | ----- | === | —ee-
14 274 | -—--- | ----- 377 | -=-== | === | s | e | eeee-

Mientras que los espectros UV-VIS de las fracciones 10 a la 14, muestran mezclas
de compuestos de estructura poco definida, y sus placas de TLC indican que se

trata de compuestos fuertemente polares y/o eventualmente polimeros.

Tabla 3.6 TLC de la cromatografia en columna

Rf's | FE-5 | FCC-2 | FCC-3 | FCC-4 | FCC-5 | FCC-6 | FCC-7

1 | 0.67 0.67

2 | 0.55 0.59 0.54

3 | 0.45 0.44 0.43 0.44

4 0.37 0.36

5 — ——- — ——- — — ——-

Tabla 3.6 Continuacién
Rf's | FCC-8 | FCC-9 | FCC-10 | FCC-11 | FCC-12 | FCC-13 | FCC-14

1 —_—— ——— —_——— ——_—— ——— ——— ———
2 ——— —_——— ——— ——— ——_——— ——_——— ———
3 - | 044 | 044
6 0.00 0.00 0.00

3.3 Metilacién

En vista que la cromatografia en columna no permitid una buena separacion de los
componentes de la FE-5, se optd por analizar directamente por GC-MS. Tomando
en cuenta que los principales componentes de los extractos (referidos en la
bibliografia) son compuestos fendlicos, se procedié a la metilacién del extracto,
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obteniéndose una fase aquometandlica (FAM-1) de color rojo oscuro que cambia a
azul en medio basico.

Figura 3.1 FAM-1

Una alicuota de esta fase fue extraida con Hexano (Esquema 4, pag. 11) sin lograr
la separacion de los compuestos de color (Anexo F, pag. 49).

Posteriormente se tomé otra alicuota y se llevo a sequedad, el residuo fue
recuperado con tolueno, logrando asi una separacion de los componentes de color,
sin extraer componentes muy polares (Tabla 3.7 y 3.8).

Tabla 3.7 TLC de las extracciones de la metilacion

Rf's | FAM-1 | FAM-2 | FO-1 | FO-2 | FO-3
1 S mm—n 0.83 | - | ----
2 S mm—n 0.76 | - | ----
3 0.45 0.46 --—-- | 047 | 0.44
4 0.37 0.37 ---- | 0.37 | 0.37
5 0.29 0.29 - 1029 | ---
6 0.24 0.24 -— 1024 | 0.24
7 0.18 0.18 - 1018 | ----
8 0.15 0.15 ---- |1 015 ] 0.15
9 — 0.10 - 1 011 | -
10 | 0.02 0.02 === - | ==
11 0.00 0.0 ---- 1 0.00 | ----

Tabla 3.8 UV-VIS de las extracciones de la metilacién

A A2 As As Amax

Fase [nm] | [nm] | [nm] | [nm] | [nm]
FAM-1 318 389 466 493
FAM-2 | 259 314 393 468 493
FO-1 495
FO-2 260 314 390 466 493
FO-3 468 496
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3.4 Cromatografia de gases

Habiendo constatado que el sistema cromatografico empleado no permitia separar
los analitos en tolueno, se hizo un cambio de solventes a AcOEt (FO-4) y CHCl3
(FO-5) y los cromatogramas obtenidos en ambos casos son muy similares y
muestran una mejor separacion (Anexo G, pag. 50). La solucién en CHCIs, calidad
HPLC, fue tomada para ser analizada por GC-MS.

3.5 GC-MS

El estudio detallado del fragmentograma obtenido con la fraccion FO-5 (Anexo |,
pag. 57), nos permitid proponer una estructura para cada uno de los diferentes
analitos presentes, con ayuda de la biblioteca NIST (Anexo H, pag. 52). Estas
estructuras propuestas fueron corroboradas por medio de los mecanismos de
fragmentacion para la formacion de los principales iones de cada espectro (Anexo
J, pag. 58).

Tabla 3.9 Resultados GC-MS de FO-5

R Nombre Formula PM Estructura MS
[min] Bruta (Anexo H) (Anexo J)
3.02 Estireno CsHs 104 12 1, pag. 58
3.71 Benzaldehido C7HeO | 106 13 2, pag. 60
4.05 p-Cimeno CioHi4 | 134 14 3, pag. 62
4.28 y-Terpineno CioHis | 136 15 4, pag. 64
5.09 Caprilato de etilo Ci10H2002 | 172 16 5, pag. 67
6.00 Butanoato de butilo CsH1602 | 144 17 6, pag. 70
6.04 Tetradecano Ci4H3o | 198 18 7, pag. 72
6.18 Vainillina CsHsO3 | 152 9 8, pag. 73

2-Metilen-4, 8, 8-trimetil-4- .

624 1 Vinil-biciclo [5, 2, 0] nonano | 2+ |204] 19 9, pag. 77

6.43 Lactona del vino C10H1402 | 166 20 10, pag. 82
6.45 Ar-Curcumeno CisH22 | 202 21 11, pag. 86
6.58 Dodecanoato de metilo Ci13H2602 | 214 22 12, pag. 90
6.63 B-Sesquifelandreno CisHaa | 204 23 13, pag. 92
6.75 Tetr;ni’ti?rieeptano CuHze |156| 24 14, pag. 96
6.86 Hexadecano CisHszs | 226 25 15, pag. 97
697 | > Ig‘gﬁ;faeln g_g‘i‘gig) CisHis |174| 26 16, pag. 98
7.04 1'[1'(hepg'é’r)l‘geito”]'4'me“" CieH20 | 232| 27 17, pag. 100
7.24 Ar-Turmerona Cis5H200 | 216 28 18, pag. 101
7.44 Curlona CisH220 | 218 29 19, pag. 104
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Tabla 3.9 Continuacion

Rt Nombre Formula PM Estructura MS
[min] Bruta (Anexo H) | (Anexo J)
4-(4-metil-bencen)- .
7.45 pentanal Ci12H160 | 176 30 20, pag. 108
7.51 Isovelleral C15H2002 | 232 31 21, pag. 111
[2-(hex-5-en-2il)-5-metil- .

7.75 fenil] acetaldehido CisH200 | 216 36 22, pag. 116
7.82 1’(2'met"f§2!l)'hexa”’l' CisH150 | 190 32 23, pag. 121
2-metil-1-(6-metilciclohex- .

7.99 2-en-1-il)-butan-1-ona Ci2H200 | 180 33 24, pag. 124
8.30 Metil Ferulato C11H1204 | 208 34 25, pag. 126
8.64 | Nona-1, 3, 5, 7-tetraen-5-ol | CoH120 | 136 35 26, pag. 128

3.6 Actividad antioxidante
La disminucion de la absorbancia con el tiempo en la prueba de barrido de H20:2

(Figura 3.1), indica que el extracto de curcuma (FE-5) reacciona con el medio
oxidante.

1.1

1.05

0.95

0.9

ABS

0.85
0.8
0.75

0.7
0 10 20 30 40 50

Tiempo [minutos]

Figura 3.1 Curva de barrido de H20-
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Tabla 3.10 Resultados de la prueba de barrido de H20>

Tére}]niwnr;o Abs@340nm
00 1.0771
10 0.8441
20 0.7998
30 0.7636
40 0.7500
50 0.7463

Por otra parte, las pruebas de ORAC nos permiten ver que la FE-5 reacciona con el
H202, mas rapidamente que la fluoresceina, puesto que su drastica disminucion de
absorbancia nos indica que la tasa de oxidacion es mayor, sobre todo durante los 5
primeros minutos (Fig. 3.2).
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Figura 3.2 Prueba ORAC
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Tabla 3.11 Resultados de la prueba ORAC

Tiempo Abs@495nm Abs@495nm
(min) | Fluoresceina + H202 | Fluoresceina + FE-5 + H202
0 0.0814 0.6669
5 0.0800 0.6560
10 0.0797 0.6553
15 0.0796 0.6556
20 0.0788 0.6558
25 0.0773 0.6562
30 0.0760 0.6552
35 0.0757 0.6539
40 0.0755 0.6547
45 0.0756 0.6513
50 0.0732 0.6473
55 0.0735 0.6491
60 0.0731 0.6492
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Conclusiones

Independientemente de la materia prima y de la técnica de extraccion empleada, las
extracciones con EtOH fueron mas eficientes para la recuperacion de los
componentes de color ya que los extractos acuosos y acuaetandlicos arrastraban
macromoléculas bioorganicas.

Las pruebas de barrido de H202 y ORAC nos permitieron confirmar: por una parte,
la propiedad reductora de la circuma y por otra la mayor rapidez de oxidacion, en
relacion a la fluoresceina.

El seguimiento por TLC y UV-VIS, del extracto crudo antes y después de la
metilacién, indica la modificacién de los croméforos, manifestado por un efecto
batocromico. Por lo que se adecud la muestra a los requisitos de un equipo de GC.

Del andlisis de los espectros de GC-MS se encontraron varias moléculas conocidas
por ser fragantes: la vainillina 9, el benzaldehido 13, el p-Cimeno 14, el y-Terpineno
15, el Caprilato de etilo 16, el Butanoato de butilo 17, la Lactona del vino 21, el B-
Sesquifelandreno 23, y la curlona 29. De los cuales el y-Terpineno 15 también es
conocido por su actividad antioxidante.

También se puede remarcar la presencia de moléculas aromaticas (12, 13, 14, 20,
cuya estructura molecular permite justificar la actividad antioxidante, al ser capaces
de donar un protén, quedando una estructura estabilizada por efectos mesoméricos.

De los componentes separados por GC-MS, ninguno de ellos corresponde a algun
curcuminoide ni a algun éter metilico. Su ausencia en el fragmentograma es posible
a su coelucién con el solvente, debido a que la metodologia utilizada no fue la mas
adecuada.
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Anexo A: Fotografias de las extracciones

Tabla comparativa de las extracciones de curcuma
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Anexo B: Pruebas organolépticas

Tecnica | MP Solvente Medio Neutro | Medio Acido | Medio Basico
H20 e —
BUS | Mp-1 | H20: EtOH —
EtOH T e
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Técnica MP Solvente Medio Neutro | Medio Acido | Medio Basico
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Técnica| MP Solvente Medio Neutro | Medio Acido | Medio Basico
Y4 r " W ¥ T
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Anexo C: Espectros de UV-VIS de las pruebas organolépticas

Espectro UV-VIS de la prueba organoléptica de FA-4 (MP-1, BUS, H20)
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Espectro UV-VIS de la prueba organoléptica de FE-4 (MP-1, BUS, EtOH)
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Espectro UV-VIS de la prueba organoléptica de FAE-5 (MP-2, BUS, H20: EtOH)
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Espectro UV-VIS de la prueba organoléptica de FA-6 (MP-3, BUS, H20)
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Espectro UV-VIS de la prueba organoléptica de FE-6 (MP-3, BUS, EtOH)
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Espectro UV-VIS de la prueba organoléptica de FAE-10 (MP-1, DC, H20: EtOH)
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Espectro UV-VIS de la prueba organoléptica de FA-11 (MP-2, DC, H20)
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Espectro UV-VIS de la prueba organoléptica de FE-11 (MP-2, DC, EtOH)
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Espectro UV-VIS de la prueba organoléptica de FAE-12 (MP-3, DC, H20: EtOH)
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|

Anexo D: Fotos TLC extraccioén
Extraccion Revelador
Visible UV (350 nm) | UV (254 nm)
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A
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Espectro UV-VIS de FCC-7, FCC-8 y FCC-9
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Espectro UV-VIS de FCC-13y FCC-14
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Anexo F: Espectros de UV-VIS de la metilacion

Espectro UV-VIS de FAM-1, FAM-2 y FO-1
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Anexo G: Cromatogramas

Cromatograma FO-3

] Columna: Capilar Elite-5 MS, 30 m, Djn: 0.32 mm, film: 0.25 ym
i Fase movil: Ar
35 Flujo: 15 psi
] Split ratio: 20
] Tinyec: 200°C; split/splitless
a0 Teot: 40°C, 5 min; 40-200°C, 15°C / min; 200°C, 10 min
] Detector: FID, 230°C
25
20]
15
10
5]
IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|III

u] z 4 =] & 10 12 14 A6 18 20 s 24

Cromatograma FO-4

—E Columna: Capilar Elite-5 MS, 30 m, Djn: 0.32 mm, film: 0.25 ym
3 Fase movil: Ar
185 Flujo: 15 psi
] Split ratio: 20
E Tinyec: 200°C; split/splitless
147 Teor: 40°C, 5 min; 40-200°C, 15°C / min; 200°C, 10 min
7 Detector: FID, 230°C
12_5
10_3
IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|III

ol

=] ] 10 1z 14 A6 18 20 2z 24
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Cromatograma FO-5

§ Columna: Capilar Elite-5 MS, 30 m, Djn: 0.32 mm, film: 0.25 ym
4 Fase movil: Ar
25 Flujo: 15 psi
E Split ratio: 20
7 Tinyec: 200°C; split/splitless
B Teol: 40°C, 5 min; 40-200°C, 15°C / min; 200°C, 10 min
B Detector: FID, 230°C
20
15
10
sl
IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|I

u} z 4 =] g 10 1z 14 A 13 20 2z 24
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Anexo H: Estructuras moleculares

Curcamina
C21H2005
P. M.: 368

5
Desmetoxicurcumina
C20H180s5
P. M.: 338

Desmetoxicurcumina

C20H1805
P. M.: 338
(@] (@]
2 “Q
HO OH
3
Bidesmetoxicurcumina
C19H1604 _ 2 _
P. M.: 308 Bidesmetoxicurcumina
C19H1604
P. M.: 308
o)
O A
HO
7
Feruloilmetano
Z C11H1203
Curcumina P.M.: 192
C21H2006
P. M.: 368
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O
HO

OH
8
Acido ferulico
C10H1004
P.M.: 194

O

HO
9
Vainillina
CsHsgO3
P. M.: 152

O

N

10
Acetona
C3HsO
P. M.: 58

H
o Yo

Do et
HO OH
11
Curcumina

C21H200s
P. M.: 368

X

12
Estireno
CsHs
P. M.: 104

53

O

13
Benzaldehido
C7HeO
P. M.: 106

14
p-Cimeno
CioH14
P.M.: 134

15
y-Terpineno
CioHis
P. M.: 136

O

Mom

16
Caprilato de etilo
C10H2002
P.M.: 172

O

/\)ko/\/\

17
Butanoato de butilo
CsH1602
P.M.: 144
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ANNANNNNIN
18
Tetradecano
Cui4H30
P. M.: 198

\“‘]
19

2-Metilen-4, 8, 8-trimetil-4-vinil-biciclo
[5, 2, 0] nonano
CisH24
P. M.: 204

®)

20
Lactona del vino
C10H1402
P. M.: 166

21
Ar-Curcumeno
CuisH22
P. M.: 202

O

/\/\/\/\/\/U\O/

22
Dodecanoato de metilo
C13H2602
P. M.: 214

54

23
B-Sesquifelandreno
CisH24
P. M.: 204

R e,
\\‘\ I,"

24
2, 2, 6, 6-Tetrametilheptano
C11H24
P. M.: 156

AV A VA VAVAVEAVAVAN
25
Hexadecano
Ci6H3a
P. M.: 226

F

26
5-(hept-6-en-2-iliden) ciclohexa-1, 3-
dieno
Ci3Hais
P.M.: 174

27
1-(1-Metil-2-metoxi-etil)-2-metilbenceno
C,,H,.O

11716
P. M. 164
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O
/@)\M
28

Ar-TuEerona
C15H200
P. M.: 216

O
=
29

Cum)na
CisH220
P. M.: 218

H
O
30

4-(4-metil-beﬁen)-pentanal
C12H160
P.M.: 176

31
Isovelleral
Ci15H2002
P. M.: 232

55

©i7\/\/\
32
1-(2metilfenil)-hexantan-1-ona

C13H18O
P. M. 190

@51(
33

2-metil-1-(6-metilciclohex-2-en-1-il)
butan-1-ona
C12H200
P. M.: 180

O/
HO
=z °<
(@]
34

Metil ﬁrulato
C11H1204
P. M.: 208

OH

W

38
Nona-1, 3, 5, 7-tetraen-5-ol
CoH1204
P. M.: 136
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H O
36
[2-(hex-5-en-2-il)-5-metil-fenil]
acetaldehido
C15HZOO
P. M. 216
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Anexo I: Fragmentograma de FO-5

Scan El+

Chucho 01 B

100+

TIC
1.32e8
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9.01 917
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1
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745
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5.09

4.28
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Anexo J: Interpretacion de los espectros de masas

Espectro 1
Chucho 01 B 72 (3.019) Cm (71:74-(68:71+74:78)) Scan El+
104 4 51e5
100+
%_
103
~
78
40
) 55 67 69 98 103
39 63 66
36 U1, 4T 4950‘ 54 2767 P 7475 87 98 106
) i ."4.13.|.§.>||.f.53.'|(.{. |§'1--|-'| 11 .(...Fl'.'...l...?#..'. ?.0 ---|--\!|-'|'- Al
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 8 90 95 100 105 110
12
Estireno
CBHS
+.
M 104
H +
@/\ o ©/\ 4oy
CH CH,
+. .
M 104 m/z: 103
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H +
'Df(H R
—>©/\ + H,
H
H
C.H CeH

M* 104 m/z: 102
_ L
N~ | +
C2H2
— = P. M. 26
CgHg CeHe
M 104 m/z: 78
H H
Sk +
CZHS
CeHs P. M. 27
CgHg miz: 77
M" 104
+ +
C,H CH,
CeHs m/z4' 531 P. M. 26
m/z: 77 '
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Espectro 2
Chucho 01 B 120 (3.700) Cm (119:121-(118:119+121:122)) Scan El+
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H — = + H
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L» )
Y+«
P.M. 28
C.H

m/z: 77
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O ___ % 0
+
H
C,H.O CH, )
i m/z: 52 C3HZO
M™ 106 P. M. 54
+ +
C2H2
CeH CHs  p M. 26
m/z: 77 m/z: 51
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Espectro 3
Chucho 01 B 145 (4.054) Cm (144:146-(146+143:144)) Scan El+
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44 134
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+.
M 134
g Z .
—_— 2 + CHg
+
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; m/z: 119
M 134
+
C9H11
m/z: 119
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C.H C;H;
CioH r P. M. 45
o m/z: 91
M* 134 .
C7H7
m/z: 91
P. |v| 28
m/z 91
m/z. 119
@
m/z: 91
“roth P. |v| 42
M™ 134 m/z. 119 m/z 77
+ +
CZHZ
CH, CsHs P. M. 26
m/z: 91 m/z: 65
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Espectro 4
Chucho 01 B 161 (4.280) Cm (160:162-(162:163+158:160)) Scan El+
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) V¥
+ T + /
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CH, @
C.H
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Espectro 5
Chucho 01 B 218 (5.088) Cm (217:210-(215:216+220:222)) Scan El+
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3y
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JAC Sl SR AT
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Espectro 6
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Espectro 7
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Espectro 8
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

Espectro 13
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

_— + )\
. |
C,H,
C,,H

P. M. 56

m/z: 148

NF ,
— + CH;
P. M. 15
C. H C. H CyoH

11" "16 11" '16 .
m/z: 148 m/z: 148 m/z: 133

=
C12H17 C H C8Hl3
m/z:161 m/lzo'111355 m/z:109
i *
| J A i
=
| | CH
C H, P. M. 56
Cp,H m/z:105
m/z:161

93



Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

Espectro 17
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

Espectro 18
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

Espectro 19
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

Espectro 21
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

Espectro 22
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

Espectro 23
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

Espectro 24
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

Espectro 25
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.

Espectro 26
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Obtencién de extractos con propiedades antioxidantes a partir de Curcuma longa L.
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