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Resumen— Las principales fuentes para elaborar Biodiesel a
nivel mundial son plantas oleaginosas como la Colza, la Soja, el
Girasol y la Palma, cada cual focalizada en determinada region
del mundo. En el debate por utilizar plantas de cardcter
alimenticio para generar combustibles, la Jatropha curcas se
presenta como una buena alternativa por sus caracteristicas
particulares, planta rustica que no requiere tierras fértiles y mds
bien las mejora entre otras. El 30-35% del peso de su semilla
es aceite, la cdscara de ésta el 35-40% y el 30% restante es
un residuo rico en proteinas de alto valor nutricional que
puede ser transformado en alimentos. Lamentablemente la
semilla  también  contiene = compuestos  toxicos y
antinutricionales tales como los ésteres de forbol, EF’s que
promueven tumores y otros efectos biologicos nocivos que
limitan su uso. Investigaciones en la Universidad Nacional
de Ingenieria, UNI han determinado un proceso de
extraccion del aceite de la semilla de Jatropha curcas
proveniente de la Region Piura-Peru y entre otros objetivos
estda la desintoxicacion de los residuos proteicos. Se ha
analizado los diversos productos del proceso para
determinar el contenido de EF’s utilizando el patron Forbol
12-Miristato 13- Acetato, FMA. Los resultados de los
andlisis utilizando el Método de Cromatografia liquida de alto
rendimiento, HPLC, no muestran presencia de FMA en la
semilla analizada.

Palabras Claves: Jatropha curcas, Ester de forbol, Biodiesel,
HPLC, aceite.

I. INTRODUCCION

El uso por primera vez de aceites vegetales como
combustibles, fue en 1900, Rudolph Diésel, lo utilizd por
primera vez en su motor de ignicion—compresion. Durante la
segunda guerra mundial, se destacd la investigacion realizada
por Otto y Vivacqua en el Brasil, sobre diésel de origen
vegetal. A raiz de la crisis energética y al elevado costo del
petroleo, en 1970, se desarrolld significativamente el biodiesel.
Las primeras pruebas técnicas con biodiesel se llevaron a cabo
en 1982 en Austria y Alemania, y en 1985 se construy6 la
primera planta piloto en Silberberg-Austria, productora de
RME (Rapeseed Methyl Ester - metil éstero aceite de semilla
de colza).

Las principales especies vegetales utilizadas en el mundo
para elaborar biodiesel son la colza, soja, girasol y palma;
vegetales oleaginosos no nocivos cuyos aceites a la vez son
para consumo humano. La Unién Europea utiliza,
principalmente, aceite de colza, mientras que Estados Unidos,

Brasil y Argentina producen biodiesel en su mayor parte a
partir del aceite de soja y los paises del sudeste asiatico se
basan en la utilizacidon del aceite de palma. En el debate del
intenso uso de plantas comestibles para la elaboracion de
combustibles que podria traer un desequilibrio global, la
oleaginosa Jatropha curcas, se presenta como una excelente
alternativa de reemplazo por las siguientes ventajas: Su
produccién no compite con plantas destinadas a la
alimentacion. Es una planta rdstica. Su plantacion recupera
suelos degradados e infértiles y controla su erosion. Resistente
a plagas. Su semilla tiene un alto contenido de aceite, cascaras
y proteinas con alto valor nutricional. Por estas ventajas es que
se ha intensificado su estudio en los ultimos afios, en casi todo
el mundo, como por ejemplo la India, China, paises del
Sudeste asiatico, paises de Africa y de América Central, en
nuestro continente en Colombia y Brasil.

En la Universidad Nacional de Ingenieria, UNI, Lima
Per( se han venido desarrollando varios proyectos con semilla
de Jatropha Curcas proveniente de Morropon en la Regién
Piura, lo que ha significado proponer un proceso de extraccion
de aceite UNI, para su posterior transformacion en
combustible que se muestra en la Figura 1.
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Fig. 1 Proceso UNI de extraccion de aceite de semilla de
Jatropha Curcas
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En el proceso se obtiene ademéas del aceite, céscara
molida homogénea con un tamafio definido de particula y una
“torta” rica en proteinas como se aprecia en la Figura 2.

Céscara

Aceite y "tortd” de proteinas

Fig. 2 Materiales que se obtienen en la extraccion de aceite de semilla de
Jatropha Curcas — Proceso UNI

Usualmente el aceite representa del 30-35% en peso de la
semilla, la cascara del 35-40% y la torta 30% respetivamente.
La céscara molida y separada en su mayor parte en la etapa de
molienda, es homogénea y de tamafio de malla definido y en el
proyecto se utilizara para la obtencion de Biogas. La
caracterizacion de la semilla de la Region Piura-Per( a través
de un analisis proximal realizada en el Laboratorio USAQ de
la Facultad de Quimica e Ingenieria Quimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, Lima-Perd, dio como
resultado lo mostrado en la Tabla 1.

TABLA 1
ANALISIS PROXIMAL DE LA SEMILLA JATROPHA CURCAS
ANALISIS RESULTADOS

Proteinas 19,30%
Carbohidratos 2,14%
Aceites y Grasas 42,53%
Humedad 7,36%
Cenizas 3,37%
Cascaras 25,30%

100,00%

Métodos: Humedad: AOAC 930.04, Determinac. Gravimetrica:
USAQ-ME-A9, Fibras en Plantas: AOAC 930.10, Cenizas: AOAC
942.05, Proteinas: APHA 4500-Norg B
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La “torta” es rica en proteinas y por tanto se configura
como un potencial recurso para elaborar alimentos. Sin
embargo su uso como fuente de proteinas para animales y
humanos se limita sustancialmente por la  presencia de
compuestos toxicos y antinutricionales tales como los ésteres
de forbol, EF’s. Los EF’s promueven la formacion de tumores,
apotsis y una diversidad de efectos biolégicos negativos y a
concentraciones excepcionalmente bajas, de alli la importancia
de determinar su contenido a fin de evaluar su potencial como
alimento (Rakshit K. et al. 2010).

Il. ANTECEDENTES

Los compuestos téxicos en la semilla de Jatropha Curcas
pueden ser variados como por ejemplo saponinas, lecitinas
(curcina), filatos, inhibidores de la proteasa, acido curcalonic,
y EF’s. Estudios realizados con el fin de separar los EF’s en
las cepas toxicas y no toéxicas de Jatropha Curcas han
determinado que los EF’'s son los compuestos de mayor
interés (Wink et al., 1997).

Se entiende que los EF’s se encuentran basicamente en el
aceite y que precisamente las trazas de aceite que quedan en la
“torta” son las que contienen los EF’s que la contaminan. Los
EF’s son diterpenoides tetraciclicos conocidos en general por
su actividad promotora de tumores. Imitan la accién del diacil
glicerol (DGA), activador de la proteina quinasa C, la cual
regula las diferentes vias de transduccion de sefiales y otras
actividades metabdlicas de las células (Gunjan Goel et al.
2007). Se producen naturalmente en muchas plantas de la
familia Euphorbiacaeae (donde pertenece la Jatropha Curcas)
y Thymelaeaceae.

Ludy C. Pabon (2012), describe que los principales
componentes proteicos de la torta desgrasada de Jatropha
Curcas son: esterasa JEA, JEB, lipasa JL, curcina, asi como el
efecto en esta proteina debido al proceso de extraccion del
componente téxico (éster de forbol), Betty (2014) indicé que
una muestra de torta desgrasada a partir de la semilla de
Jatropha Curcas de Brasil contiene alrededor de 12 g de éster
de forbol/Kg torta seca.

Bermejo et. al., determina; en una investigacion realizada
en México y utilizando el método de Soxhlet (AOAC 1997), la
existencia de Esteres de Forbol en las plantas de Jatropa
Curcas proveniente de Sinaloa y Puebla pero no asi en las de
Morolejos. Los resultados del HPLC arrojaron que en
Puebla, la cantidad de esteres de forbol esté entre 0.018-0.035
g/g y en Sinaloa 0.132mg / g y en Morolejos no habia.

Los EF’s de origen natural son inestables y susceptibles a
la oxidacion, a la hidrélisis, transesterificacion, y a la
epimerizacion durante los procedimientos de aislamiento
(Haas et al., 2002). EI método mas sencillo y econémico para
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la reduccién de EF’s es por degradacion bioquimica durante el
proceso de compostaje aerébico. Un estudio realizado por
Devappa demostréd que la toxicidad de la torta de semillas
expuesta al aire disminuye a niveles insignificantes después de
30 dias en todos los experimentos (2010)

Otros métodos para la desintoxicacion consideran tratamientos
térmicos con temperaturas de 121 °C aunque se corre el riesgo
de degradar al contenido proteico. Los EF’s son termoestables
y pueden resistir temperaturas de 160° hasta por 30 minutos
(Rakshit et al 2008). De igual manera se ha logrado reducir
sustancialmente el contenido de EF’s en procesos de
extraccion utilizando metanol, etanol e hipoclorito de
sodio/soda caustica o bicarbonato de sodio por encima de los
90%. EIl inconveniente es que pueden quedar contaminantes
quimicos en el producto proteico y generar efluentes
contaminantes. (Aregheore et al. 2003, Martinez et al. 2006)

La patente Europea EP 2 397 240 Bl del 21.05.2014
refiere a la descomposicion de EF’s por fermentacion de un
material organico que contiene EF’s utilizando la bacteria
Bacillus subtilis var. Natto. Esta bacteria se encuentra en el
suelo y en el tracto gastrointestinal de rumiantes y humanos.
El proceso no requiere de solventes orgénicos y no genera
efluentes contaminantes y puede descomponer totalmente los
EF’s. Chusnul Hidayat y otros, mencionan un procedimiento
de degradacion enziméatica de los EF’s utilizando Lipasa
proveniente de salvado en la torta de semilla de arroz,
reportando una reduccion del contenido de EF’s hasta del
99.35%.

El contenido de EF’s en las semillas de Jatropha Curcas
varia segln la variedad y procedencia de la planta. Estos se
determinan cualitativamente mediante la cromatografia en
capa fina, (que no pudo realizarse por la escasa muestra patron
disponible) y cuantitativamente mediante la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) para tal efecto se utiliza una
sustancia patrén tal como (PMA) forbol - 12 miristato - 13
acetato, Makkar (1998), Betty (2004), J. Martinez-Herrera
(2006).

El equipo de investigacién viene desarrollando un
proyecto para la obtencién de aceite a partir de semilla de
Jatropha Curcas proveniente del distrito de Morropén, capital
de la Provincia de Morropon en la Regién Piura, Perl que se
encuentra a 80 kilometros de la ciudad de Piura. En el
esquema global el proyecto considera la utilizacion de la
cascara de la semilla de Jatropha Curcas para la elaboracion
de Biogas vy la “torta” producto de la extraccion del aceite
como una potencial fuente de alimentos. Por lo que se hace
necesario determinar su nivel de toxicidad, centrandonos en el
elemento principal, el contenido de EF’s.
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1. PARTE EXPERIMENTAL

A. Marcha Fitoquimica

Previamente se realizd una marcha fitoquimica del
extracto de las semillas de Jatropha Curcas segiin método de
Marcha Fitoquimica (Rondina & Coussio, 1969). Los
resultados se muestran en la Tabla 2.

TABLA 2
MARCHA FITOQUIMICA M DE LA SEMILLA JATROPHA CURCAS

ANALISIS RESULTADOS METODO DE REFERENCIA

Aminogrupos primarios y

5 Prueba de Ninhidrina
secundarios

Prueba positiva

Grupos Fenolicos libres Prueba negativa | Pruebas de reactivo férrico

Taninos Prueba positiva | Prueba de la gelatina

Flavonoides Prueba negativa | Reaccion de Shinoda

Triterpernoides y esteroides Prueba positiva | Reaccién de Liebermann-Buchard

Naftaquinonas y
antraquinonas, antronas y
antranoles

Prueba negativa | Reaccién de Bomtrager

Alcaloides Prueba positiva | Test de Dragendorff y Mayer

Leocoantocianidinas y

. Reacciéon de Rosenbeim
catequinas

Prueba negativa

Saponinas Prueba negativa | Prueba de la espuma

El analisis se llevo a cabo en el Laboratorio LABICER
(Laboratorio N° 12) de la UNI, a 22°C y 61% de humead
relativa.

B. Andlisis cromatografico HPLC -1

Se utiliz6 el método de analisis de Cromatografia liquida
de alto rendimiento por parte del Laboratorio LABICER de la
Facultad de Ciencias de la UNI. Para tal efecto se adquirié un
Ester de Forbol patron considerando el mas abundante
indicada por la bibliografia.

1) Método utilizado
Cromatografia liquida de alto rendimiento tomando
como Referencia [14].

2) Los equipos utilizados fueron:
- Cromatografo Liquido de alto rendimiento—-HPLC
SHIMADZU.
- Desgasificador DGU-20A5R
- Automuestreador: SIL-30AC
- Horno de columna: CTO-20AC
- Detector de Arreglo de diodos: SPD-M30A
- Control de Sistema: CBM-20?
- Balanza Analitica Digital: Sartorius CPA225D

- Equipo de Ultrasonido: WISD Laboratory
Instruments

- Equipo de Agua Ultra Pura, ELGA PURELAB
CLASSIC UV.
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3) Los Reactivos que se utilizaron en todas las pruebas Estas muestras se indican en la Tabla 4 y corresponden

fueron: a diversos lotes.

- Estandar Forbol 12-Miristato 13—Acetato, 99%
adquirido de SIGMA ALDRICH. TABLA 4

- Acetonitrilo, gradiente 240nm/far UV HPLC grade, MUESTRAS D;:Eﬁ?ﬁ:&ingsSEMILLA bE
adquirido de MERCK PERUANA -

- Acido fosforico (85%) P.A., adquirido de MERCK MUESTRA DERCRIECTON
PERUANA Semilla pretratada molida. Proveniente

- Agua Ultra Pura de equipo ELGA PURELAB M1 de MC10 y MC13 producto de hidrolisis
CLASSIC UV (hmee)

- Metanol, gradiente HPLC grade adquirido de M2 Aceite de la 5ta Extraccion por solventes,
MERCK PERUANA. Proveniente de la molienda M12

, Torta desengrasada de la 4ta extraccion|
4) Datos del Estandar M3 . —

- Nombre del Producto: FORBOL 12-MIRISTATO " Semilla pretratada molida bajo la mallg
13- ACETATO, FMA. Tyler 30

- Namero del Producto: P8 139 M5 Semilla molida original

- Numero de Lote: MKBX7276V

- Marca: SIGMA M6 Almendra seca

- Pureza: > 99 %

- Contenido: 5 mg.
8) Procedimiento

5) Condiciones cromatogréficas., se muestran en la Tabla Las muestras M1, M3 y M4 fueron secadas
3. previamente a 40°C, posteriormente se peso entre 2-3
gramos de muestra seca. M3 y M4 fueron fortificadas
TABLA 3 con 600 uL de la solucién STOCK de 100 ppm. Se
CONDICIONES CROMATOGRAFICAS DE LAS PRUEBAS dejé secar pOf el periodo de 1 hora a 40°C. La muestra
E g E:;iig?;?g)mﬂﬁmm IDX ST M2 fue fortificada con 400 uL de la solucién STOCK
de 100 ppm y se dejé homogenizar por 1 hora.
Horno de columna 409C
Detector Arreglo de Diodos Posteriormente en todas las muestras (M1, M2, M3,
Longitud de onda 234 nm M4, M5 y M6) se llevd a cabo el procedimiento de
— P— extraccic_ﬁn con 5 mL _ de metanol en el _eq_uipo de
o T ultrg_sgnldo por 30 minutos. Este procedimiento se
repitio tres veces, recolectando en un tubo de
Fase movil A: CH3CN B: H3PO4al 0.175% centrifuga la fase metandlica de cada extraccion.
Volumen de Inyeccion 20 pL
Tiempo de corrida 40 minutos Finalmente se centrifugd y se recuper6 el sobrenadante.
PE— trearvelionceniracitn El sob'renadant.e recuperadq se conc_entré hasta o.btener
un residuo aceitoso. El residuo aceitoso fue redisuelto
Limite de deteccién, L.D.D.| 0.586 mg/L en metanol a un volumen final de 2 mL en las muestras
M1, M2, M3y M4; y en las muestras M5 y M6 se llevo
6) Soluciones estandar a un volumen final de 5 mL. Antes de ser inyectados en
Se prepar6 una solucién STOCK de 100 ppm de FMA el equipo de HPLC fueron filtrados en filtros de jeringa
en Acetonitrilo: Acido. Fosforico 0.175% (63:37). de 0.45 um.

Luego se prepararon las siguientes soluciones estandar

de FMA: 2.5, 5.0, 10, 20 ppm en metanol a partir de la . o
soluciéon STOCK. 9) Resultados de Analisis cromatografico HPLC

La Tabla 5 muestra los resultados del andlisis de las
muestras M1, M2, M3, M4, M5 y M6 obtenidos de

7) Muestras seleccionadas ey | )
acuerdo al procedimiento mencionado.

Para el analisis se tomaron muestras de materiales que
se presentan en las diversas etapas del proceso de
extraccion de aceite de la semilla de Jatropha Curcas.
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TABLA 5

RESULTADO DEL ANALISIS CROMATOGRAFICO DE MUESTRAS mAU
DE PRODUCTOS DE LA SEMILLA DE JATROPHA CURCAS § T PDA MUt 1 234nm Anm
TIEMPO DE RETENCION CONTENIDO DE
MUESTRA; Minutos FMA mg/L <>ppm “
3] g

Inyeccion 1 No se detecto el pico del estandar <L.DD. 8

M1 &
Inyeccién 2 No se detect6 el pico del estandar <LDD. 2] | ‘ g
Inyeccion 1 No se detecto el pico del estandar <LDD. 104 ‘ “I [ ;

M2 (BB T\ AVA 5 B
Inyeccién 2 No se detecté el pico del esténdar <LDD. oy Ilf hl \)“ ‘[l J“I m A —_— l,‘

0 5 10 15 20 25

Inyeccién 1 No se detecto el pico del estandar <L.DD. min

M3 Fig. 4 Cromatograma de la Muestra M2 fortificada con el Estandar de
Inyeccion 2 No se detecto el pico del estandar <L.DD. EMA Inyeccic’m 1
Inyeccion 1 No se detecto el pico del estandar <L.DD.

M4
Inyeccién 2 No se detect6 el pico del estandar <LDD.

- - — - C. Anélisis cromatogréafico HPLC -2

Inyeccién 1 No se detect6 el pico del estdndar <L.DD.

M5
Ipessiae | .Hosedcleddel pioodolestinder i Se repiten las condiciones de la mencionada en item B
Inyeccién 1 No se detectd el pico del esténdar <LDD. con el fin de confirmar los resultados y se consideran

M6 . -
Inyeccién2 No se detectd el pico del esténdar <LDD. las muestras indicadas en la Tabla 7. Todas las

muestras provienen de un solo tipo de semilla, las que
se obtienen en diversas etapas en el proceso de

La Tabla 6 muestra los resultados del analisis de la - .
extraccion de aceite.

muestra M2 que fuera fortificada con La solucién

estandar FMA de 100 ppm. Los resultados se repiten como en el caso de los

resultados del item B. No se detecté el pico del
estandar en ninguna de las muestras analizadas.

La Fig. 3 muestra el cromatograma del estandar FMA
Inyeccionl -10 ppm,

TABLA 6
DATOS CROMATOGRAFICOS DEL FMA EN MUESTRA M2 TABLA7
) . MUESTRAS DE PRODUCTOS DE SEMILLA DE
Tiempo de i c tracion Concentracion
Inyeccion N° Retenciéon Area | Altura };;:f; L agregada del JATROPHA CURCAS
Minutos > mg/ estandar, mg/L MUESTRA DESCRIPCION
“{z.fbftit-',cf'd“ 23787 | 82844 | 2741 20.14 20 M7 Semilla original
M2 inyeccion 1
. M8 Almendra de la semilla original
M2 fortificada | 3767 | 81132 | 2624 19.72 20 £
M2 inycecion2 M9 Semilla Pretratada en reactor fr 20 L
Promedio 23.777 82008 | 2682.5 19.93 20 M10 Semilla Pretratada secada al ambienté]
poruna semana
Desviacion —_— 3
Estandar S s i = : Semilla Pretratada molida, Malla
Ml1
Tyler 50
La Fig. 4, muestra el cromatograma de la Muestra M2 M12 iei‘;irlgao Pretratada  molida, Malla
fortificada con el Estandar de FMA Inyeccion 1. ke - - —
mAU Mi3 Proteina proveniente de la Extraccion
%5 POA GG Z540m 4nn] de aceite de la hidrolisis acida
20 ‘ E
5] | : De igual manera se hicieron pruebas de fortificacion
i ‘ 1 con el fin de detectar cantidades minimas por debajo
[} | . o .
l‘ I f del rango del equipo. Se obtuvieron los mismos
5 ML, . A resultados que la prueba del item B.
) e e S R e S N La Tabla 8 muestra los resultados del analisis de la
0 . . : . ; muestra M2 que fuera fortificada con la solucién
0 5 10 15 20 25
ol estdndar FMA.

Fig. 3 Cromatograma del Estandar de FMA Inyeccion 1- 10 ppm
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TABLA 8
DATOS CROMATOGRAFICOS DEL FMA EN MUESTRA M13

Tiempo de ) Concentiadsn Concentracién
Inyeccion N° Retencion Area | Altura HPLC. me/I agregada del
Minutos Sl estandar, mg/L
M3 fortificada | ) ) | 17044 | 604 4233 4974
M13 inyeccion 1
M3 fortificada 21.700 17001 | 607 4243 4.841
M13 inyeccion 2
Promedio 21.711 17067.5| 605.5 4.238 4.908
Desviacion
; A ).0
Estindar 0.007 0.094

IVV. OBSERVACIONES Y DISCUSION DE RESULTADOS

A. Marcha Fitoquimica

De acuerdo a los resultados de la marcha fitoquimica, la
muestra contiene los siguientes componentes: aminogrupos
primarios y secundarios con probable existencia de proteisas.

Contiene ademés Triterpenoides y esteroides. Contiene
determinado grupo de hormonas, los cuales podran ser
aislados en medio de n-hexano

La muestra dio pruebas positiva de Alcaloides,
evidenciando una posible existencia de variedades de EF’s.

La muestra dio prueba positiva de Taninos, que existen en
todo tipo de plantas.

B. Analisis cromatografico HPLC
La Tabla 5 muestra que en ninguna de las muestras
analizadas se ha detectado la presencia de FMA hasta el
Limite de Deteccion, LDD del equipo que es de 0.586
mg/L 0 0.586 ppm.

Lo anterior puede implicar que el contenido de EF’s de la
muestra podria estar por debajo del LDD o que la semilla
no contenga el tipo de FMA patron.

A fin de evaluar la primera hipdtesis se fortifico la
muestra M2 con el FMA estandar. La Tabla 6 indica que
la cantidad de EF’s en M2 no es mayor a la cantidad de
FMA agregado para su fortificacion. Se repiti6é lo mismo
con las muestras M7 al M13 dando resultados similares
como se muestra en la Tabla 7. Se elimina la primera
hipétesis.

Al comparar los cromatogramas del FMA patron con el
de la muestra fortificada, Fig. 3 y Fig. 4, se aprecia en la
ultima picos cercanos al pico correspondiente al del
patrén, que podria significar la presencia de otro tipo de
EF’s.

En la Prueba del item C, se realizo el analisis completo
de un solo tipo de semilla y sus productos que se generan
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en el proceso de extraccion de aceite. En este caso se
fortificaron todas las muestras con el patron de FMA,
obteniéndose los mismos resultados que las pruebas del
item B.

IV. CONCLUSIONES

La marcha fitoquimica a la semilla de Jatropha Curcas de
la Region Piura—Per0 dio prueba positiva de Alcaloides lo que
evidencia posible presencia de EF’s.

Los andlisis utilizando el Método de Cromatografia
liquida de alto rendimiento, HPLC, no muestran presencia de
FMA en la semilla de Jatropha Curcas de la Regidn Piura—Peru.
Aun cuando las muestras fueron fortificadas con FMA para salvar el
Limite de Deteccion del equipo de analisis.
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