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RESUMEN

La riqueza vegetal de México cada dia ha ido en decadencia, debido a la falta
de informacion sobre las particularidades de las plantas, las cuales pueden ser
potencialmente Utiles y aprovechables, tal es el caso de J. rzedowskii
perteneciente a la familia de las Euphorbiaceas, la mas conocida de esta familia
es J. curcas, la cual reviste importancia principalmente por su alto contenido de
aceite en sus semillas. Por tal motivo se presentan los siguientes objetivos:
Contribuir al conocimiento etnobotanico de Jatropha rzedowskii, como base
para la conservacion de su germoplasma y su posible domesticacion como

fuente de alimentos y biocombustibles.

Se realizo la caracterizacion in situ y ex situ de la planta, asi como pruebas de
germinaciéon de la semilla, obteniendo los valores mas altos de germinacion a
los 30 °C, en semillas sin testa. La obtencion de aceite fue por el método de
soxhlet aportando un rendimiento promedio del 58 %, similar a lo obtenido con
J. curcas; la cual es considerada productora fuerte de aceite. Finalmente se

hizo la transesterificacion del aceite. .

Palabras clave: Biodiesel, aceite, germinacién, Caracterizacion, viabilidad.



ABSTRACT

The plant wealth of Mexico every day has been declining due to lack of
information on the characteristics of the plants which can be potentially useful
and usable, as in the case of J. Rzedowskii belonging to the family
Euphorbiaceae. J. curcas is known for its high oil content in the seeds.
Therefore the following objectives are presented: Contribute to Jatropha
rzedowskii ethnobotanical knowledge as a basis for germplasm conservation

and possible domestication as food and biofuels.

A characterization ex situ in situ and plant was performed and germination tests
which showed better results at 30 ° C in seeds without testa, oil extraction by
soxhlet method with an average yield of 58 % similar to that obtained with J.

curcas; culminating in the transesterification.

Key words: Biodiesel, Oil, germination, characterization, viability.
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1. INTRODUCCION

La interaccion entre humanos y plantas, en especial las plantas silvestres, ha
dado origen a la comprensién de la diversidad de los usos y costumbres de
cada cultura; pues son ellos quienes han logrado con el paso del tiempo la
domesticacion de los cultivos. Sin embargo, el cambio climéatico, el crecimiento
poblacional y la creciente inseguridad alimentaria son factores principales ante
la pérdida de nuestra diversidad genética, amenazando la alimentacion en el

futuro.

Las plantas representan mas del 80 por ciento de la dieta humana; una
treintena de cultivos cubren el 95 por ciento de nuestras necesidades de
energia alimentaria y solo cinco de ellos (arroz, trigo, maiz, mijo y sorgo)
comprenden el 60 por ciento. Sin embargo el hombre ha seleccionado mas de 7
000 especies vegetales desde que aprendié a hacerlo hace miles de afios. Y

existen hasta 30 000 especies de plantas comestibles en el mundo. (FAO 2008)

Entre toda esta rigueza vegetal, existen especies potencialmente utiles y
escasamente aprovechadas; pues a pesar de los esfuerzos realizados por
algunos investigadores, existe un gran deterioro en las poblaciones vegetales;
por lo que es necesario estudiar las especies nativas de México, en base a la
urgente necesidad de desarrollar nuevas fuentes como alternativas de alimento
(Cuevas 1988), asi como para la conservacion de los recursos fitogéneticos, lo

cual ha adquirido relevancia en las ultimas décadas, acudiendo a estrategias de



conservacion in situ y ex situ, no sélo por la pérdida o disminucién de la
diversidad genética que conlleva el proceso de erosion, sino por el valor

potencial que poseen éstos.

Tal es el caso de Jatropha rzedowskii perteneciente a la familia Euphorbiaceae,
la cual hasta hace poco fue considerada en peligro de extincién y por lo tanto,
poco es lo que se sabe sobre ésta. La mas conocida de este género es J.
curcas usada popularmente para fines medicinales (Adolf et al., 1984) y
actualmente considerada como alternativa no solo para la elaboracion de
biodiesel, sino como una fuente de alimentos. Por lo que el estudio de Jatropha
rzedowskii, asi como de las diferentes especies del género Jatropha es
necesario para identificar el potencial que cada una de ellas puede tener y dar
lugar a nuevas investigaciones que no solo beneficien al ambito cientifico, sino
también al sociocultural. Es por esto que la presente investigacion plantea los

siguientes objetivos:

2. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento etnobotanico de Jatropha rzedowskii, como base
para la conservacion de su germoplasma y su posible domesticacion como

fuente de alimento y biocombustible.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

En campo:

Caracterizar in situ plantas de dichas especie.



En laboratorio:
Determinar la cantidad de aceites contenidos en las semillas

Determinar la calidad de los aceites antes mencionados para la elaboracion de

biocombustibles.

Contribuir a la definicibn de las alternativas pertinentes a la conservacién

integral de la diversidad genética de la especie.

Registrar, analizar y difundir los conocimientos empiricos y cientificos

involucrados en el manejo, aprovechamiento y conservacion de la especie.

Contribuir al conocimiento taxonémico de Jatropha ssp.

3. JUSTIFICACION

Debido al crecimiento poblacional, en México y en el mundo hemos descuidado
nuestros recursos, especialmente aquellos que para muchos no implican
aportaciones econémicas y alimenticias; provocando no sélo la erosion genética
de diversos taxa vegetales, sino la pérdida de varios aspectos culturales

vinculados a éstos.

Es necesario estudiar a las especies silvestres con la finalidad de desarrollar
nuevas fuentes de alimentacién; asi como evitar la pérdida de ecotipos

silvestres que puedan representar una fuente de complejos genéticos, para



lograr el mejoramiento de las especies cultivadas, pues a pesar de la gran
diversidad vegetal, son aun pocos los estudios realizados para encontrar la
utilidad alimenticia, medicinal, de proteccién al suelo mediante la generacion de

nuevos recursos (Bautista, 2007).

4. HIPOTESIS

La cantidad y calidad de los aceites contenidos en las semillas de J. rzedowskii

son estadisticamente similares a los contenidos en las semillas de J. curcas.

Por su alto contenido de aceites y la composicion de los mismos, J. rzedowskii

es viable para la produccion de biocombustibles.

J. rzedowskii puede implementarse como cultivo (y quiza lograr su

domesticacion) para su mejor aprovechamiento.



5. REVISION DE LITERATURA

5.1. ASPECTOS DEL GENERO Jatropha

Jatropha L. es un género de la familia Euphorbiaceae que cuenta con 175
especies, 48 de ellas se encuentran en México, de las que el 77 % son
endémicas (Jiménez 1985,1986, 1992). Las Euphorbiaceae presentan una gran
amplitud morfolégica, aunque la mayoria de los géneros pueden ser
reconocidos por las flores unisexuales, la presencia de un disco, el gineceo
trimero, el fruto dehiscente con 1 a 3 semillas ovoides o globosas;
vegetativamente son arbustos o arboles caracterizados por un exudado
transparente o coloreado que emana cuando la planta sufre algun dafo, sus
hojas son alternas. Se les conoce comunmente como pifioncillo, pifion o

pistache mexicano por la forma de sus semillas

5.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y HABITAT

La distribucion del género Jatropha en Puebla se concentra al sur de la entidad;
esto como consecuencia de las condiciones semiaridas propias de esta region
gue constituye una de las caracteristicas ambientales en donde se desarrollan

la mayoria de las especies del género.

El tipo de vegetacion donde se registran mas especies es el bosque tropical

caducifolio o en acuerdo con Miranda y Hernandez (1964) selva baja



caducifolia, a veces identificada como parte del matorral xerdfilo. (Jerzy

Rzedowski, 1986).
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Figura 1. Distribucion geografica del género Jatropha en el edo. de Puebla.



5.3. IMPORTANCIA DE Jatropha

La extraccion de aceites a partir de cultivos oleaginosos como cartamo, soya, y
otros como el maiz que normalmente forman parte de la dieta basica del ser
humano para elaboracion de biocombustibles, ha sido desarrollada en diversos
paises de manera exitosa pero con la desventaja de sufrir el desabastecimiento
y encarecimiento en el mercado de dichos alimentos. Debido a lo anterior, se
han encaminado las investigaciones hacia plantas que no sean de importancia

econdmica ni alimenticia como tal.

El género Jatropha ha alcanzado gran importancia debido principalmente a la
extraccion de aceites de sus semillas para la elaboracion de biocombustibles,
porque presenta grandes bondades medicinales y porque en algunos casos es

de uso alimenticio.

Las plantas medicinales se han utilizado como una fuente de medicamentos
para tratar enfermedades desde tiempos inmemoriales. Durante mucho tiempo,
las plantas han sido fuente de nuevas medicinas y compuestos de drogas, los
cuales han hecho grandes contribuciones a la salud humana. Su funcién es
relevante en el desarrollo de nuevos farmacos y puede llegar a ser la base en el
desarrollo de la medicina para el tratamiento de algunas enfermedades (Prasad

et al., 2012).

Las plantas medicinales como J. curcas han desempefiado un papel importante
en el tratamiento de diversas enfermedades, como infecciones bacterianas y

fungicas (Prasad et al., 2012). Todas las partes de J. curcas (hojas, cortezas,



semillas, etc.) han sido utilizadas en la medicina tradicional y para fines
veterinarios por mucho tiempo (Dalziel, 1995). Debido a sus propiedades
medicinales se han realizado muchos estudios dirigidos a conocer la
composicion quimica de cada una de las partes de esta planta. Se han
identificado  flavonoides, diterpenos, esteroles, triterpenos, cumarinas,
sapogeninas, deoxipreusomerinas, acidos organicos, iridioles, saponinas,

taninos entre otros (Pabén y Hernandez, 2012; Prasad et al., 2012).

5.4. COMPOSICION DE LAS GRASAS Y LOS ACEITES

Las grasas y los aceites estan compuestos principalmente por triglicéridos, tres
moléculas de acidos grasos unidos a una molécula de glicerol. El largo de la
cadena de los acidos grasos y su organizacion en la estructura del glicerol varia
ampliamente, aunque la mayoria de los aceites comestibles son aquellos que
tienen 16 y 18 carbonos. Los acidos grasos que forman los triglicéridos varian

de un aceite a otro.

Los niveles de los acidos grasos presentes en los aceites pueden variar en
algunos aspectos, dependiendo de la dieta que reciba el animal o, en el caso de
los aceites vegetales, de acuerdo a las condiciones que se presentan durante la
etapa de crecimiento. Tanto las grasas como los aceites, son una combinacion
de acidos grasos, ya sea saturados (C14:0,16:0, etc.) y no saturados (C18:1,
18:2, 18:3). No existe ninguna grasa o aceite que sea Unicamente saturada o no

saturada. Algunas grasas como el sebo, los aceites de palma y coco, tienen



concentraciones mas altas de acidos grasos saturados cuando se les compara
con otros aceites. Estos se conocen como grasas saturadas, a pesar de que
contienen un porcentaje de acidos grasos no saturados. Una manera préactica
de describir estas denominadas grasas saturadas, es que se encuentran solidas

a temperatura ambiente.

Los acidos grasos C18, como el acido esteérico, oleico, linoléico y linolénico
son sélo cuatro ejemplos de esta clase. El &cido estearico no contiene enlaces

dobles en su cadena de carbono principal.

El acido oleico posee un enlace doble y por lo tanto es monoinsaturado. Los
acidos linoléico y linolénico, que tienen respectivamente dos y tres enlaces
dobles, son denominados poli insaturados. Un aceite que contiene una gran
cantidad de grasas saturadas es muy estable en una gran variedad de usos
alimenticios. Los aceites mono y poli insaturados son por naturaleza menos
estables pero a menudo se hacen estables mediante un proceso que se llama
hidrogenacion (que los convierte en saturados o0 bien parcialmente
saturados).De una forma u otra todos los aceites pueden ser modificados en
grados variables durante el procesamiento para acrecentar la estabilidad,
aumentar la solidificacién, o mejorar la claridad o funcionalidad. Esto significa
gue para cada aceite, existe una innumerable variedad de potenciales

productos finales.



5.5. EXTRACCION DE ACEITE

Debido a su gran diversidad desarrollada principalmente en las zonas
tropicales, el contenido de aceite varia de acuerdo al tipo de clima en el que se
desarrolle la planta y de la especie de la que se esté hablando. En paises como
Brasil, el aceite extraido de las semillas resulta téxico por su contenido de
esteres de forbol, mientras que en México, existen materiales que producen
semillas comestibles (no toxicas), principalmente en la Sierra Norte de Puebla y
Veracruz. (Cruz y Victoria, s/f), aspecto que, segun Cuevas (comunicacion

personal) constituye una evidencia de su domesticacion en dicha region.

La extraccion es una técnica de separacion y purificacion para aislar una
sustancia de una mezcla sélida o liquida en la que se encuentra, mediante el

uso de un disolvente.

La extraccion puede clasificarse dependiendo del estado fisico de los
materiales: solido-liquido o liquido- liquido. Por sus caracteristicas la extraccion

puede ser continua y discontinua.

En la extraccion liquido —liquido, el compuesto se encuentra disuelto en un
disolvente Ay para disolverlo se utiliza un disolvente B, inmiscible en el primero.
Cuando se usa un embudo de separacion, las dos fases A y B se agitan entre
si, con lo que el compuesto se distribuye entre las dos fases de acuerdo con
sus solubilidades en cada uno de los dos liquidos. Cuando las dos fases se
separan en dos capas, se dara un equilibrio tal en la concentracion del soluto en

cada capa.

10



Existen otros procesos para la extraccion del aceite de manera mas simple y
sencilla, los cuales son el de sedimentacién y el que se basa en cocinarlo en

agua.
Sedimentacion:

Este método es el mas facil para la obtencién de aceite, pero se necesitan
algunos dias. De modo que el sedimento sea minimo, con un 20-25 % del
volumen total. Es un método bastante limpio y barato ya que ningin material se
tiene que comprar, s6lo se necesita un recipiente para contener el aceite

extraido.

Coccidn con agua:

Se realiza mientras el aceite llega al punto de ebullicion junto con el agua, hasta
el 20 % del total, esto se logra dejando la temperatura constante durante treinta
a sesenta minutos, y a medida que se enfria la mezcla el aceite se asienta para

poder separarlo del agua.

5.6. METODOS PARA MEJORAR LOS ACEITES COMO

BIOCOMBUSTIBLES

Se han considerado diferentes métodos para reducir la viscosidad de los
aceites vegetales; como la dilucién, la micro-emulsificacion, la pirdlisis y la

transesterificacion (Demirbas, 2009).
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Dilucién del aceite vegetal. Las diluciones de los aceites vegetales con
disolventes, se realiza para disminuir la viscosidad, asi como también algunos
problemas de rendimiento del motor, como la coquizacion del inyector y mas

depositos de carbdn, (Demirbas, 2009).

Micro emulsiéon de aceites. Alcoholes de cadena corta, como el etanol o metanol
se utilizan para micro emulsiones, con el objetivo de reducir la alta viscosidad

de los aceites vegetales (Demirbas, 2009).

Cracking catalitico y pirdlisis. El material de pirolisis puede ser el aceite vegetal.
El combustible liquido producido a partir de la pirolisis tiene componentes

guimicos similares a los combustibles derivados del petroleo (Demirbas, 2009).

5.7. TRANSESTERIFICACION

La transesterificacion se lleva acabo principalmente entre un aceite y un alcohol
en presencia de un catalizador, para obtener los mono-alquil esteres y glicerol,
los cuales se separan y purifican. El principal producto de este proceso es el

biodiesel.

La transesterificacion fue conocida a principios de 1846 cuando Rochieder
describid la preparacion de glicol por etandlisis de aceite de ricino. Bagby vy
Schwab descompusieron térmicamente aceite de soya y de girasol, usando aire
y nitrégeno. Hanna (1999), estudiaron el efecto de mezclar etanol para reducir

la viscosidad de los metil ésteres (biodiesel) de cebo de res.
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La reaccion de transesterificacion con alcohol consiste en reacciones
reversibles consecutivas. El primer paso es la conversién de triglicéridos a
diglicéridos, mientras es seguido por la conversion de di glicéridos a
monoglicéridos y de monoglicéridos a glicerol produciendo una molécula de

metil éster de cada glicérido por paso.

Especialmente el metanol es el alcohol de mayor uso, por ser el de menor costo
en comparacion a los alcoholes empleados para este proceso, como el etanol e

isopropanol.

La reaccion es reversible, por lo cual se utiliza exceso de alcohol para desplazar
el equilibrio hacia la produccion de ésteres. La reaccidn estequiométrica
requiere 1 mol de un triglicérido y 3 moles de alcohol; sin embargo, se usa
alcohol en exceso para aumentar la produccidn de ésteres alquilicos y
permitirles separar el glicerol de la fase formada. Los aceites vegetales pueden
ser transesterificados calentandolos con un gran exceso de metanol anhidro y

catalizador

La reaccidon de transesterificacion puede ser catalizada por bases, acidos o
enzimas. Los triglicéridos son ésteres de cadenas largas, acidos carboxilicos
combinados con glicerol. Los &cidos carboxilicos {R— C (=0O) — O — H} pueden
ser convertidos dentro de los metil ésteres {R— C (=0) — O — CH3} por la accion

de un agente de transesterificacion.

Las bases pueden catalizar la reaccion quitando un proton del alcohol,

haciéndolo mas reactivo, mientras que los acidos pueden catalizar la reaccion,
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por donacion de un proton para el grupo carbonilo, haciéndolo mas reactivo.

5.8. BIOCOMBUSTIBLES

El biodiesel es un biocombustible liquido que se obtiene a partir de lipidos
naturales como aceites vegetales o0 grasas animales; limpias o usadas,

mediante procesos industriales de transesterificacion.

Es un combustible compuesto de esteres mono alquilicos de acidos grasos de
cadena larga derivados de lipidos renovables, como aceites vegetales;
empleado en motores de ignicion y compresion, y ademas en calderas de
calefaccion. El porcentaje de esteres presentes en el biodiesel esta establecido

en estandares internacionales (ASTM) y de Europa (EN) (Cuadro 1).

Este biocombustible es identificado como FAME (por sus siglas en inglés Fatty

Acid Methyl Ester) o también es llamado éster metilico.

El término bio- hace referencia a su naturaleza renovable y biolégica en
contraste con el combustible diesel tradicional derivado del petréleo; por su
parte, Diesel (1980) alude a su uso en motores de este tipo. El biodiesel
sustituye como combustible limpio y renovable a los derivados del petrdleo,
concretamente al diesel y lo hace con ventaja ecoldgica ya que reduce las

emisiones de gases que provocan el efecto invernadero
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Cuadro 1. Comparacién de las propiedades del biodiesel y diesel.

Propiedades Biodiesel Diesel
Metil éster 95.5-> 98%

Carbono (% peso) 77 86.5
Azufre (% peso) 0.0024 0.05 max
Agua (ppm) 0.05%max 162
Oxigeno(% peso) 11 0
Hidrégeno(% peso) 12 13
Numero de cetano 48-55 48-55
PCI (KJ/KQ) 37700 41860
Viscosidad cinematica(40 °C) 1.9-6.0 1.3-4.1
Punto de Inflamacion (°C) 100-170 60-80
Punto de ebullicion (°C) 182-338 188-343
Gravedad especifica (Kg/L)

(60 °C) 0.88 0.85
Relacién aire/combustible 13.8 15

5.9. PROPIEDADES DEL BIODIESEL

Las caracteristicas del biodiesel son las siguientes:

Se obtiene a partir de recursos renovables (plantas y animales)

Combustible limpio.

Es biodegradable.

No téxico.

Alto indice de lubricidad.

Libre de azufre y aromaticos.
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El biodiesel es un combustible oxigenado, por eso tiene una combustion
completa en comparacién al diesel derivado del petrdleo y produce menos
gases contaminantes. Tiene un punto de inflamacién relativamente alto (150 °C)
gue le hace menos volétil que el diesel del petrdleo y es mas seguro de
transportar.

Las propiedades del biodiesel varian segun la materia prima a partir de la cual
se le obtuvo (aceites vegetales nuevos o usados de distinto origen o grasas
animales). Es por ello, que las normas indican un rango admisible en el valor de

las propiedades como se muestra en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Especificaciones internacionales del Biodiesel (Hoekman et
al.,2012)

) Biodiesel(B100) Mezcla B6-B20
Parametro U.S.A (ASTM D6751-08)  Europa (EN 14214) U.S.A.(ASTM D7467-08)

Limite Método Limite Método Limite Método

Agua y Sedimento (V%,max.) 0.05 D2709 0.05 EN12937 0.05 D2709

Contaminacion total

(mg/Kg,max) 24 EN12662

Viscosidad cinemética a EN 3104/

40°C (mm2/S) 1.9-6.0 D445 3.5-5.0 3105 1.9-4.1 D445

Punto de inflamacion,

vaso cerrado (°C, min.) 93 D93 101 EN 3679 52 D93

Metanol (p%,max) 0.02° EN 14110 0.2 EN14110

No. Cetano (min.) 47 D613 51 En5165 40 D613

Country

Punto de niebla (°C) Report ¢ D2500 specific ¢ Report ¢ D2500

Cenizas sulfatadas (p%,max.) 0.02 D874 0.02 EN3987

Cenizas totales (p%,max.) 0.01 D482

Gp | metales Na+K 8mg/Kg, EN14108/

max) 5 EN14538 5 14109

Gpll metales Ca+Mg (mg/Kg,

max.) 5 EN14538 5 EN14538

Azufre Total (ppm,max) 15° D5453 10 EN20846 15 D5453

Fosforo (ppm/,max.) 10 D4951 4 EN 14107

No. Acidez (mgKOH/g,max.) 0.5 D664 4 EN14104 0.3 D664

Residuo de Carbdn (p%,max.) 0.05 D4530 0.30°¢ EN14105 0.35°¢ D524

Glicerina libre (p%,max.) 0.02 D6584 0.02 En14105

Glicerina total (p%,max) 0.24 D6584 0.25 EN14105

Monoglicerido (p%,max.) 0.8 EN14105

Diglicerido (p%,max.) 0.2 EN14105

Triglicerido (p%,max.) 0.2 EN14105

Destilacion (T 90 °C,max.) 36°C D1160 343 D86
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Corrosion a la lamina de cobre

(3h a 50°C,max.) No.3 D130 No.1 EN2160 No.3 D130
Estabilidad de oxidacion

(ha110°C,min.) 3 EN141112 6 EN14112 6 EN14112
Linoleato de metilo (p%,max) 12 EN14103

Esteres metilicos poliinsaturados

(p%,max.) 1 prEN15799

Contenido de ester (p%,min.) 96.5 EN14103  6-20 Vo. % D7371
indice de Yodo (g127100g.max.) 120 EN14111

Densidad (Kg/m3) 860-900 EN3675 520 D6079
Lubricidad a

60°C,WSD, microns(max)

. Una alternativa, punto de inflamacion puede ser>130°C

v Para mezclar con "ULSD" (Diesel ultra bajo en azufre) Para otros combustibles, el aumento de los niveles de azufre esta permitido.

- atmosférica equivalente a T-90 puntos.

4 propiedades a bajas temperaturas no estan bien definidas, sino que debe ser acordado por el proveedor de combustible o el comprador.
o Este limite se basa en la fracci’pn inferior a 10% del combustible.

5.10. IMPORTANCIA DE LOS BIOCOMBUSTIBLES

Aunque la produccion de los biocombustibles no es un hecho reciente, si lo es
el creciente protagonismo que ha alcanzado como alternativa energética; esto
debido al progresivo agotamiento de las reservas de petréleo, que trae consigo
el alza del nivel de precios de los combustibles llamados fésiles. Debido a esto,
estd naciendo en todo el mundo la agroindustria de los biocombustibles, los
cuales son combustibles liquidos, renovables, que reducen la sustancias toxicas
en las emisiones de los vehiculos, ademas de que retiran enormes cantidades
de gases de efecto invernadero de la atmésfera; ademas de dar trabajo a las
zonas rurales mas pobres y dar autonomia y diversificacién en el suministro de

energia para el transporte.

Actualmente Jatropha curcas es uno de los cultivos mas usados como fuente
de materia prima para la produccion de biodiesel como combustible renovable
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(Fairless 2007; Cifuentes y Fallot 2009; Verma y Gaur 2009;). Por lo tanto, se
ha despertado gran interés por el desarrollo de proyectos en paises tropicales y
subtropicales debido a la adaptabilidad de esta especie en terrenos marginales

y semi aridos (Sujatha et al. 2005; King 2009).

Tanto los combustibles fdsiles como los biocombustibles, tienen origen
biolégico. Toda sustancia susceptible de ser oxidada puede otorgar energia. Si
esta sustancia procede de plantas, al ser quemada devuelve a la atmdsfera
dioxido de carbono que la planta tomé del aire anteriormente. Las plantas
mediante la fotosintesis, fijan energia solar y dioxido de carbono en moléculas
organicas. El petroleo es energia proveniente de fotosintesis realizada hace
millones de afios y al provenir de las plantas que vivian en el pasado remoto, su
cantidad es limitada. En el caso de los biocombustibles, la sustancia al ser
guemada proviene de fotosintesis reciente, por eso se afirma que la utilizacion
de biocombustibles no tiene impacto neto en la cantidad de dioxido de carbono
gue hay en la atmésfera. Algunos la consideran energia renovable en el sentido
de que el ciclo de plantacion y cosecha se podria repetir indefinidamente,
teniendo en cuenta que no se agoten los suelos ni se contaminen los campos

de cultivo.
5.11. GLICERINA

Al realizar la reaccion de transesterificacion, se obtiene como subproducto la
glicerina, por lo que recuperar la glicerina es importante, ya que ésta tiene
numerosas aplicaciones en diferentes procesos industriales, por ejemplo, se
emplea principalmente en la fabricacion y conservacion de una gran cantidad de
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productos ya sea cosméticos, farmacos, alimentos o bebidas. La glicerina
obtenida de la produccion del biodiesel forma parte de la rentabilidad del
biodiesel, ya que también se puede producir a partir del glicerol una reaccion de
eterificacion con isobutileno y con una resina de intercambio i6nico para
producir éteres de butilo de glicerol, el cual podria ser utilizado como aditivo

oxigenado para el combustible diesel (Huber et al.,2006)

5.12. CONSERVACION DEL GERMOPLASMA

Las estrategias de conservacion de germoplasma son de gran importancia en
los programas de mejoramiento genético y gestion de las especies de interés
economico, social y ambiental. Existen diferentes formas de conservacion: 1. La
conservacion in situ en la cual la especie de interés se conserva en su sitio de
origen (Maxted et al., 1997); esta forma de conservacion mantiene las
combinaciones genéticas especificas y una continua evolucién, por lo que
permite conservar la especie, su entorno y las interacciones entre ellas (Baena
2003). 2. La conservacion ex situ que consiste en la conservacion de muestras
genéticamente representativas de las especies 0 cultivos, que se mantienen
viables a través del tiempo, fuera de su habitat natural o lugar de cultivo, en
ambientes controlados y con el apoyo de tecnologias adecuadas (Frankel y
Solulé, 1992). Esta otra forma de conservacion permite el almacenamiento de
germoplasma utilizando varias estrategias como bancos de semillas, bancos

genéticos in vitro, colecciones de campo y jardines botanicos (Carneiro, 2000).
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Ambas estrategias permiten la conservacion de especies vulnerables a

procesos de erosion genética (Carneiro, 2000).

5.12.1. CONSERVACION in situ

La conservacion de los recursos fitogéneticos ha adquirido relevancia en las
ultimas décadas, acudiendo a estrategias de conservacion in situ y ex situ, no
s6lo por la pérdida o disminucion de la diversidad genética que conlleva el
proceso de erosion sino también por el valor potencial que poseen estos

recursos.

La conservacion in situ implica la proteccion de las areas, ecosistemas y
habitats donde las plantas de interés han desarrollado sus caracteristicas
distintivas, y esta proteccion se consigue a través de medidas legislativas e
incentivos. Es la técnica preferida para las plantas silvestres; su gran ventaja es
gue la dinamica evolutiva de la especie se mantiene. Puede ser relevante
particularmente para especies silvestres en ecosistemas naturales; se presenta
en algunos ecosistemas alterados que pueden mantener genotipos y constituir

fuentes importantes de germoplasma.

Garcia y Garcia (1992) mencionan que los datos ecoldgicos y geograficos, junto
con el conocimiento de la biologia de las especies son necesarios para
determinar los requisitos minimos y Optimos para las reservas in situ. En

particular, informacion afin para determinar las necesidades del namero de
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poblaciones, area, sitios, especies, comunidades asociadas y factores

sucesionales necesarios para la colecta.

A pesar de lo anterior la conservacion in situ presenta algunas desventajas

como son:

a) La conservacion de los ecosistemas y biomasas no aseguran el cambio
continuo de adaptacién, excepto si la base genética es suficientemente
amplia.

b) La falta de tratados taxondmicos de muchos géneros y de estudios eco
geograficos, limitan la definicién de las necesidades de conservacion.

c) La tierra puede ser costosa de adquirir, ain cuando muchos de los
esfuerzos in situ se encuentran en tierra publica.

d) Las regulaciones para el control de las reservas puede estar construida
por una via en la que no se prevenga la colecta de germoplasma

sensible.(Ingram y William, 1984)

Los obstaculos principales son los gastos ligados a los incentivos y a la
aplicacion de la ley y las dificultades sociales y politicas que puedan surgir,

sobre todo para la ordenacion de las tierras cultivables.

5.12.2. CONSERVACION Ex Situ

La conservacién ex situ consiste en el mantenimiento de algunos componentes

de la biodiversidad fuera de sus habitats naturales.
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Este tipo de conservacion incluye tanto el almacenamiento de los recursos
genéticos en bancos de germoplasma, como el establecimiento de colecciones
de campo y el manejo de especies en cautiverio. El objetivo primordial de la
conservacion ex situ es mantener la supervivencia de las especies en su medio
natural, por lo que debe ser considerada como un complemento para la
conservacién de especies y recursos genéticos in situ, sobre todo cuando

tratamos con especies criticamente amenazadas.

Tipos de conservacion ex situ:

Bancos de germoplasma en donde se conservan las especies para la

alimentacion y la agricultura.

Centros con especies que se dividen en centros de fauna (zoolégicos, centros
de rescate, museos) y centros de flora (jardines botanicos, viveros). Opciones a
las que recientemente se ha incluido el uso de la llamada crio conservacion en

la que se utiliza Nitrogeno liquido (-196 °C) y la conservacion in vitro

5.13. CARACTERIZACION DE LOS RECURSOS FITOGENETICOS

La caracterizacion son grandes desafios para los sistemas agricolas del mundo,
desafios que no pueden afrontarse sin la recoleccién, prevencién y uso

sostenible de los recursos fitogéneticos.
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Para llevar a cabo la exploracion del material en peligro de extincion y poder
utilizarlo a futuro es necesario precisar los mapas de distribucion, el grado de

amenaza y hasta donde sea posible la variacion presente (Frankel, 1975).

Adicionalmente a su conservacion, aprovechar adecuadamente un recurso

genético depende de su correcta caracterizacion.

El valor de las colecciones de recursos fitogéneticos reside en la utilizacion que
de ellas se haga para producir nuevos cultivares, domesticar nuevas especies y
desarrollar nuevos productos, para el beneficio de las actividades productivas.
Las colecciones deben proveer a los mejoradores de variantes genéticas, genes
0 genotipos, que les permitan responder a los nuevos desafios planteados por
los sistemas productivos, siendo para ello imprescindible conocer las

caracteristicas del germoplasma conservado.

Para la caracterizacion y evaluacion se utilizan descriptores, que son caracteres
considerados importantes y/o Utiles en la descripcion de una muestra. Los
estados de un descriptor son los diferentes valores que puede asumir el
descriptor, pudiendo ser un valor numeérico, una escala, un codigo o un adjetivo

calificativo.

Los descriptores para la caracterizacion deben reunir las siguientes
caracteristicas: ser facilmente observables, tener una alta accion discriminante
y baja influencia ambiental, lo que permite en algunos casos registrar la

informacioén en los sitios de colecta.
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Usualmente se utilizan caracteristicas morfolégicas, fenolégicas y de
adaptacion, aunque también la caracterizacion puede realizarse mediante el
uso de marcadores bioquimicos y moleculares. Normalmente la caracterizacion
se realiza en ensayos de plantas aisladas o pequefios surcos, debiendo
utilizarse un namero de plantas que respete la estructura genética de las
accesiones. Los principales tipos de datos de caracterizacion son:
caracteristicas de plantas, hojas, flores, frutos, semillas y partes subterraneas
(Paterniani y Goodman, 1976; Spagnoletti Zeuli y Qualset 1987; Abadie et al.,
1997, Furman et al., 1997). Durante esta etapa también es posible realizar una
evaluacion preliminar o primaria de las accesiones, 0 sea registrar la
informacion sobre algunos descriptores de heredabilidad intermedia que
permitan obtener una aproximacion al valor agrondmico de los materiales (ej:
fechas de floracion, resistencia a plagas, tolerancia a estreses). Muchos rasgos
agronomicos de interés para el mejoramiento tienen una complejidad genética
excesiva para poder distinguirlos en la caracterizacién preliminar (Crossa et al.,
1995). Esos datos se suelen poner de manifiesto en la fase de evaluacion del
germoplasma para conocer caracteristicas agronémicas utiles, muchas de las
cuales pueden estar sometidas a fuertes interacciones entre el genotipo y el
medio ecoldgico (Hinthum, 1995; Abadie y Ceretta, 1997). Ello los hace
adaptados a sitios especificos, y normalmente requieren ser tomados en

diferentes localidades.

En la descripcién de colecciones se distinguen normalmente dos aspectos: la

caracterizacion y la evaluacién. “La caracterizacion tiene sobre todo el objetivo
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de identificacién de las entradas (v.gr. muestras de semillas a conservar) y se
refiere principalmente a atributos cualitativos que pueden considerarse
invariables o no afectados por el ambiente (color de la flor, forma de la semilla,
composicion isoenzimatica, etc.)” (Sevilla, 1995). En otras palabras, cuando se
habla de caracterizar, generalmente se hace referencia a la caracterizacion
primaria de los materiales y por lo tanto, se enfatiza en la descripcion de

caracteristicas morfologicas.

La evaluacion, que es un tipo de -caracterizacion secundaria, persigue
fundamentalmente determinar caracteres de tipo cuantitativo y de interés
agronomico que normalmente se ven influenciados por las condiciones
ambientales (precocidad, contenido en proteina, resistencia a plagas y

enfermedades, etc.).

La uniformizacion de los descriptores utilizados es un requisito para que la
caracterizacion tenga valor universal. El uso de listas de descriptores bien
definidos y rigurosamente probados simplifican considerablemente todas las
operaciones que tienen que ver con el registro de datos, actualizacion,
modificacion, recuperacion de informacién, intercambio, analisis vy

transformacion de datos.

La guia de descriptores de una especie es un conjunto de caracteres
(normalmente morfoldgicos, pero pueden ser de otro tipo) que tiene el objetivo
de racionalizar el trabajo de toma de datos en campo durante la caracterizacion
y evaluacion. Una guia permite ademas compartir la informacién recabada entre
equipos de personas que observan las plantas en condiciones diferentes. La
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guia se elabora respetando las reglas para elaboracion de guias de
descriptores y considerando antecedentes para especies 0 géneros similares o
de uso similar (Sevilla 'y Holle, 1995). Primeramente se debe elaborar una guia
prueba. Se toman los datos de esta primera guia que generalmente es extensa.
Del analisis de los datos surge un nimero mas restringido de descriptores, que
permiten estimar la variacién genética, discriminar grupos y diferenciar las

accesiones individuales.

En términos generales, la caracterizacion y evaluacion preliminar pueden
realizarse al mismo tiempo que la regeneracion o multiplicacion, lo que no
sucede con la evaluacion agronomica avanzada. (Painting et al., 1993). En el
caso particular de las especies silvestres, la caracterizacion y evaluacion
preliminar son requisitos previos para conocer la adaptacion y potencial
productivo, estudios de diversidad, aspectos de la biologia y modo reproductivo

y de propagacion de la especie.

Ademas de proporcionar un mejor conocimiento del germoplasma disponible, la
caracterizacion y evaluacion bien realizadas presentan algunas ventajas
adicionales (Valls, 1989). Permiten identificar duplicados, simplificando los
trabajos siguientes, racionalizando los trabajos relativos a las colecciones
activas y de base, evitando duplicacion de actividades y haciendo un uso mas

eficiente de los recursos humanos y financieros;

Identifican “gaps” en las colecciones, que facilitan la planificacion de nuevas
colectas e introducciones. Permite el establecimiento de colecciones nucleos
gue, por definicion, comprenden, con un minimo de redundancia, la diversidad
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genética reunida en una especie cultivada y en las especies silvestres

relacionadas.
5.14. ESTERES DE PHORBOL

La toxicidad de las semillas puede ser causada por varios componentes,
incluyendo lectinas, saponinas, inhibidores de proteasas, acido curcalonico y
esteres de phorbol. De los cuales, las lectinas y los inhibidores de proteasas
son vulnerables a tratamientos térmicos y los esteres de phorbol y las
saponinas presentan mayor resistencia a altas temperaturas (160 °C)
(Aregheore et al., 2003). De estos, en el caso de Jatropha el que mas
contribuye a la toxicidad de la semilla, el aceite y la torta son los esteres de

forbol (WinK et al., 1997)

La frecuente exposicion a los esteres de phorbol puede estimular la formacion
de tumores cancerigenos (Hirota et al., 1988), debido a que éstos activan la
proteina quinasa (PKC), la cual juega un papel importante en la transduccién de
sefales, la diferenciacion y el control del crecimiento celular (King et al. 2009).
Segun (Goel et al., 2007) durante el proceso normal de transduccién de sefiales
la PKC es activada por diacilglicerol el cual es rapidamente hidrolizado. Sin
embargo los esteres de phorbol actian como analogos del diacilglicerol y son
activadores fuertes de la PKC, que es dificilmente metabolizada por las células.
Esto desencadena la proliferacidon de células amorfas o hiperplasia, que es

comunmente conocido como tumores cancerl'genos.
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A pesar del contenido de esteres de phorbol y del dafio que esto pueda
ocasionar a las personas, la semilla de J curcas es rica en acidos grasos, lo que
hace que el aceite extraido sea apto para la produccion de biodiesel. Ademas,
segun se haindicado, Vera et al., 2013 que en algunos lugares de México como
el Totonacapan, existen genotipos no téxicos que han permitido el consumo de

sus semillas durante milenios.
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6. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se dividi6 en dos fases: la de campo y la de
laboratorio, los experimentos se efectuaron en el laboratorio de Quimica del
Departamento de Preparatoria Agricola y el Laboratorio del Banco Nacional de
Germoplasma Vegetal ubicado en la Universidad Autonoma Chapingo, que se
localiza en el kilometro 38.5 carretera México-Texcoco. Geogréaficamente se
encuentra situada a 19°29’ de latitud norte y una longitud Oeste de 98°53’; la

elevacion es de 2,250 msnm.
6.1. FASE DE CAMPO

Para llevar a cabo la exploracion del material en peligro de extincion y poder
utilizarlo a futuro es necesario precisar los mapas de distribucion, el grado de

amenaza y hasta donde sea posible la variacion presente (Frankel, 1975).

Se obtuvo informacion referente a los lugares en donde Jatropha rzedowskii ha
sido colectada mediante la revision de fichas técnicas contenidas en los
ejemplares botanicos herborizados que se encuentran en el herbario, MEXU, de

la Universidad Autdnoma de México.

Con base en lo anterior, se selecciond el Valle de Tehuacan - Cuicatlan,
especificamente el municipio de Coxcatlan Puebla, donde se colectaron los
frutos para la obtencion de semilla, asi como los ejemplares para herbario, los
cuales seran depositados en el herbario CHAPA de la Universidad Autbnoma

Chapingo.
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Coxcatldn es uno de los 217 municipios del estado de Puebla. Se ubica en el
sureste de esta entidad, en el limite con el estado de Oaxaca, a una latitud N

18° 12°30.6" y latitud W 97° 07740.8"

Se realizaron 45 encuestas para determinar los usos que la gente de la region
en estudio le adjudican o le adjudicaban a la especie J. rzedowskii.
Lamentablemente el 99 % de las personas encuestadas no la conoce ni le dan

un uso especifico.

6.2. FASE DE LABORATORIO

6.2.1. Obtencion de la semilla

La extraccion de las semillas del fruto fue de forma manual. El secado de las
semillas fue un factor importante debido a que no se tenia que tener pérdidas
por hongos y enfermedades; de esta manera se colocaron las semillas en
frascos herméticos con silica gel y posteriormente se colocaron en bolsas de

papel dentro de una estufa a 28 °C durante cinco dias.

6.2.2. Experimento 1. Pruebas de germinacién.

Los andlisis realizados a la semilla, previos a los ensayos de germinacion y
conforme a lo acordado por la Asociacion Internacional para el ensayo de

semillas (ISTA) fueron:

Andlisis de pureza y analisis de viabilidad.
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6.2.2.1. Anélisis de Pureza

El analisis de pureza tiene como finalidad determinar la composicion en peso de
las partes que componen la muestra que es objeto de ensayo. Esta muestra se
extendidé sobre una cartulina blanca y manualmente se separaron los distintos

componentes de la semilla (semillas puras, materia inerte y semillas extraias).

Para realizar el andlisis de pureza se empleo el siguiente equipo:

Pinzas y espatula para manipular, separar y mover el material inerte sobre una

superficie contrastante, balanza analitica para pesar la semilla y sus impurezas.

Una vez separada cada una de las fracciones de semilla se procedio a hacer el
pesado, obteniendo el peso de cada fraccion. Se calculé el porcentaje que
representa sobre el total obtenido de la suma de los pesos de todas las

fracciones.

El porcentaje de la semilla pura se calcul6 de la siguiente manera

Porcentaje de pureza = peso de la semilla pura/ peso de la muestra original X

100

6.2.2.2. Analisis de viabilidad.

Para determinar la viabilidad se utiliz6 una soluciéon de cloruro de tetrazolio al

uno porciento.

Se removi6 la testa de la semilla y se realiz6 un corte transversal, colocando

dos repeticiones por cada muestra , esto debido a la poca disponibilidad de la
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misma. Posteriormente se colocaron en cajas petri de plastico con papel filtro a
las cuales se les agreg6 una solucién de Cloruro de tetrazolio al 1.0% por 24 h
a temperatura ambiente. Se consideraron viables aquellas semillas con
coloracion de sus estructuras vitales para establecimiento de una plantula

normal y sus resultados se expresaron en porcentaje.

6.2.2.3.Prueba de germinacién.

El experimento se realizO con semillas con y sin testa, tres tratamientos de
temperatura de 25 °C, 30 °C y temperatura ambiente (28 °C) y tres repeticiones
para cada tratamiento. Se utilizaron dos semillas por unidad experimental bajo
el disefio experimental completamente al azar con comparacion de medias
mediante la prueba de Tukey. Las variables evaluadas fueron: dias a

germinacion, altura de la plantula y porcentaje de germinacion.

Dias a germinacion: Se determinaron los dias transcurridos hasta que la
semilla germind, se consider6 semilla germinada cuando la semilla presentaba
un crecimiento de la raiz principal. Se consider6 como no germinada toda

semillas que no presenté crecimiento radical.

Porcentaje de germinacion: Esta variable se calculé contando las semillas

germinadas en relacién a las semillas colocadas inicialmente en el experimento.

Altura de plantula: Se midi6 a los diez dias de siembra. Esto se realizé con la

ayuda de una regla de plastico.
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6.2.3. Experimento 2. Caracterizacion ex situ de J. rzedowskii

Durante la exploracion en campo se tomaron los datos correspondientes a los
diferentes descriptores que se utilizaron para la caracterizacién. Estos
descriptores fueron aplicados a la planta, al tallo, hoja, flor y tambien a la

infloresencia, siendo éstos:

Altura de la planta. Se midieron las alturas comprendidas entre la base del tallo

y la extremidad de la rama mas alta en cada planta.

Altura a la primera bifurcacion. Se midio desde la base del tallo a la primera

bifurcacion.

Color de tallos. Se tuvieron tres parametros, café, gris, verde.

Numero de tallos. Se contaron los tallos principales y secundarios de las

plantas.

Largo de tallos. Se midieron los tallos principales y secundarios.

Diametro de la base del tallo principal. Se midio la base del tallo a una distancia

de 3 cm de la base del tallo.

Numero de hojas/planta/tallo. Se contaron las hojas de cada planta y de cada

tallo.

Ancho y largo de hoja Se midié con un vernier o regla, segun el caso.
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Color de la hoja. Se tuvieron tres parametros: el color verde claro, verde oscuro

y rojizo.

Distancia entre nudos. Se realiz6 con la ayuda del vernier.

Numero de nervaduras. Mediante un microscopio se observaron el humero de

nervaduras presentes en las hojas.

Color de pétalos. Se tuvieron 2 parametros el color amarillo y blanco.

Numero de pétalos. Se contaron los pétalos de cada flor.

Numero de frutos por racimo. Se contaron los frutos presentes en cada racimo.

Color del fruto. Se tuvieron dos parametros verde o amarillo

Peso de la semilla. Se utiliz6 una balanza granataria en la cual se peso la

semilla con testa y sin testa.

Largo y ancho de la semilla. Con un vernier se midi6 el largo y el ancho de la

semilla.

6.2.4. Experimento 3. Extraccion de aceite

Con base en el método de soxhlet se utilizaron 5. 251 g de semilla molida (30
semillas), que se colocaron en un cartucho de filtro que posteriormente se
introdujo a la camara de Soxhlet y se agregaron 300 ml de hexano, esto se

realizo por triplicado durante 18 horas (tiempo 6ptimo para la extraccion).

34



Se sometieron a un tratamiento de secado con Sulfato de Sodio Anhidro.

Finalmente se filtr6 y se concentro el aceite en un rotavapor,

6.2.4.1 indice de acidez

Se efectud con 0.5069 g de muestra, a la cual se le agreg6é 10 ml de alcohol y
dos gotitas de fenoftaleina ; se mantuvo en agitacion vigorosa a 50 °C y se titul
con una solucion valorada de KOH al 0.01 N, hasta que la muestra permanecio

en color rosa durante varios minutos. Se registro el volumen gastado de KOH.

6.2.4.2. Densidad relativa

Se utilizd un viscosimetro Stabinger Anton para SVM 3000 en el cual se
colocaron 3 ml de aceite con una jeringa para evitar la entrada de aire.

Inmediatamente se tomaron las lecturas a diferentes temperaturas (10°-90°C).

Se obtuvo de manera automatica la viscosidad dinamica y la cinematica.

6.2.4.3. indice de Yodo

En un matraz de 250 ml se pesaron 0.2 g de aceite, a los que se les agreg6 10
ml de Cloruro de Metilo y 10 ml de reactivo de Wijs, se mezclé y se dej6 reposar
durante 30 min en la oscuridad. Después se afiadié 10 ml de yoduro de potasio.

Se titul6 el yodo liberado con una solucion valorada de tiosulfato de sodio al
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0.1N hasta que la solucion se torn6 amarilla. Posteriormente se afiadio 1 ml se

solucion de almidén como indicador. (Todo esto se hizo por triplicado).

Se tituld el reactivo de Wijs con la disolucién valorada de tiosulfato de sodio al

0.1 N, sin afiadir aceite. Esta se emple6 como blanco.
6.2.4.4. Calor de combustion

Se utilizé6 un calorimetro Pair 6400. Se pesé 1 g de aceite en la capsula de
portamuestra metal el cual se pone en contacto con el alambre filamentado

conectado a los electrodos.

Se coloc6 dentro de la bomba , a la cual se le agregd 1 ml de agua destilada .
se cerr0 y se purgo6 con oxigeno. La camara se aliment6 con treinta atmdésferas

de oxigeno.

6.2.5. Experimento 4. Obtencion de biodiesel

Se peso6 en un matraz de bola de 50 ml, 0.08 g de Hidréxido de potasio (KOH) y
se adicionaron 3 ml de metanol (CH30OH), se agitd vigorosamente para disolver
el KOH; en seguida se colocaron 5 ml de aceite de J. rzedowskii y se mantuvo
bajo reflujo durante 2 horas. El proceso de obtencion del biodiesel se observa

en la Figura 2.

Al terminar, se observé el fin de la reaccion por cromatografia de capa delgada,

en la cual se utilizé metanol. Acetato de etilo y cloruro de metileno (9:1:0.1)
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En la placa de silica se colocaron 3 gotas de aceite con cloruro de metileno y 3

gotas de biodiesel obtenido, ésta se coloc6 dentro de la solucion (9:1:0.1).

Al biodiesel, al igual que al aceite, se le realizaron las mismas pruebas de

calidad descritas en el experimento de extraccidén de aceite.

Después de unos minutos se paso a la camara de revelado; la camara contenia

yodo resublimado.

El biodiesel se dej6o reposar durante toda la noche en un embudo de

separacion.

El resultado final se lavo tres veces con acido citrico y con agua a 60 °C(5ml /

lavado).
Se realizé una cromatografia de capa fina del aceite y el biodiesel.

La muestra a analizar se depositdo cerca de un extremo de una lamina de
aluminio que previamente ha sido recubierta de una fina capa de adsorbente
(fase estacionaria), entonces, la lamina se coloco en un vaso de precipitado que
contiene un disolvente (eluyente o fase movil). A medida que la mezcla de
disolvente asciende por capilaridad a través del adsorbente, se produce un
reparto diferencial de los productos presentes en la muestra del disolvente y el

adsorbente.

37



SEMILLA DE Jatropha rzedowskii

SEPARACION DE LA SEMILLA Y LA

EXTRACCION DE ACEITE POR

TESTA SOXHLET (300ml hexano/ 18 h)
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FIGURA 2. Diagrama de

transformacion de aceite.

la estrategia experimental
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6.2.5.1. Cromatografia de gases.

Se deposité una gota de biodiesel en un vial, el cual fue llevado al Laboratorio
de Cromatografia LSA del Instituto de Quimica, UNAM. (Certificado 1SO
9001:2008 RSGC 238), para realizar la determinacion de acidos grasos del

aceite de J. rzedowskii.

6.2.6. Experimento 5. Microhistologia.

Se realizaron cortes de 30 y 40 um a partir de semillas previamente hidratadas,
con un vibratomo, para proceder de forma inmediata a la tincion con safranina y
verde rapido (Jensen, 1962), éstos para emplearlos como patron; asi como

aquellos que se procesaron bajo la reaccion con Azul de Nilo (Ruzin, 1999).

Una vez elaboradas las preparaciones se observaron en un microscopio Axio
Imagen D1; a su vez, las semillas se analizaron en un Stereo Discovery V8,
ambos marca Carl Zeiss. Todas las imagenes fueron electronicamente

procesadas mediante el software Adobe PhotoShop 8.0.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

La respuesta en germinacion en las semillas sin testa, se presento a los tres
dias, después de haber instalado el experimento, caso contrario para las
semillas con testa que germinaron a los 24 dias. Los tratamientos donde se
observé que la germinacién de la semilla se presento en pocos dias fueron a

25° y 30 °C como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Efecto de la temperatura sobre la germinacion de la semilla.

La temperatura es un factor importante para la germinacion y posteriormente
para el crecimiento y desarrollo de las plantulas, ya que se obtuvo mejor
resultado a los 30°C, esto coincide con el trabajo realizado con J. curcas
(Bautista ,2010)
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En la Figura 4 se observa que, a mayor temperatura mayor longitud de plantula
para semillas sin testa, pues el Unico tratamiento que alcanso mayor longitud de
plantula fue a temperatura de 30 °C. Sin embargo para semillas con testa el
testigo (28 °C) supero los resultados obtenidos en el tratamiento de semilla sin

testa.
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FIGURA 4. Longitud de la plantula proveniente de la germinacion de la semilla
a diferentes temperaturas.

Aun cuando el mejor de los tratamiento fue el testigo para semillas con testasus
repeticiones presentan diferencias significativas de a < 0.05 en cuanto a la
longitud de las plantulas; esto muy probablemente se deba a la diferencia de luz

captada por las plantulas.

Comparando la semilla con testa y sin testa en el experimento de germinacién
se observa en la Figura 5 que se obtuvo mejor resultado al remover la testa de

las semillas, lo cual muy probablemente se deba que la testa dificulta la
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absorcion de agua (imbibicion) durante la germinacion. Esto como tratamiento

pregerminativo practicado para aumentar el proceso de germinacion (Stumpf,

1994).
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FIGURA 5. Efecto de la temperatura sobre el porciento de germinacion de las
semillas con y sin testa.

La respuesta en germinacion que se obtuvo fue, para semillas con testa del 100
a 28° sin embargo para semillas sin testa disminuyd, siendo los mejores
tratamientos de 25 °C y 30 °C, probablemente se debe a las condiciones fisicas
de la semilla y a las condiciones de temperatura a las que fueron expuestas en
el experimento, ya que algunos de los tratamientos ( 28 °C de semillas sin testa)

tuviero presencia de hongos, lo que detuvo su germinacion.

El analisis de varianza mostré una diferencia minima significativa de 0.05 entre
la longitud de la plantula con los diferentes tratamientos ( 25, 30 y 28 °C). como

se muestra en el Cuadro 3.

42



Cuadro 3. Andlisis de varianza para la variable longitud de la plantula (cm.)

FL GL SC CM

Trat 2 435.3144444 217.6572222
Rep 5 143.8283333 28.7656667
Sem 2 22.0577778 11.0288889
Trat*Rep 10 99.2922222 9.9292222
Trat*Sem 4 0.63777778 0.1594444
Rep*Sem 10 0.0355556 0.2035556
Error 20 2.3222222 0.1161111
Total 53 705.4883333

CV=8.460020 a=<0.05

En el Cuadro 4 se observa que todos los tratamientos son estadisticamente
diferentes con una diferencia minima significativa de 0.2874 con un a de 0.05
(Tukey) para semillas sin testa. Para el caso de semilla con testa el mejor de
los tratamientos fue a temperatura ambiente (28 °C). ya que a temperatura de

30y 25 °C no germinaron por lo que no hubo datos para esta variable..

Cuadro 4. Comparacion de Medias para la variable longitud e la plantula de la
especie Jatropha rzedowskii

Semilla sin testa Semilla con testa
Longitud de la plantula Longitud de la
Tratamiento (cm) plantula (cm)
30 7.8667 A -
25 3.1278 B -
28 1.0889 C 1.3111 A
DMS 0,05 0.2874
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Estos resultados muestran que las semillas de Jatropha rzedowskii responden
adecuadamente en cuanto a velocidad y uniformidad de germinacion a
temperaturas de 30°C después de los 3 dias en semillas sin testa; al igual que

J. curcas que germina a temperatura de 30°C (Afiez et al 2005).

La aplicacion de tetrazolio para la verificacion del estado de la semilla de
Jatropha rzedowskii permitié constatar que, de manera conjunta, se obtuvo el
76.5 % de viabilidad probablemente debido al estado de la semilla al momento
de la colecta. En la Figura 6 se observa el porciento de viabilidad por muestra

de semilla en el cual existen marcadas diferencias de viabilidad.

100%
90%
80%
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60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
M1 M2 M3 M4 M5

SEMILLA

PORCIENTO DE VIABILIDAD

FIGURA 6. Porcentaje de viabilidad en la semilla con la prueba de tetrazolio al
1 %. Donde M1,M2, M3, M4 y M5 representan cada una de las muestras de
semilla.
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CARACTERIZACION

J. rzedowskii es endémica del valle de Tehuacan-Cuicatlan (Puebla y Oaxaca),
encontrandose entre los 900 y 1000 m.s.n.m., en clima semi-seco célido con
estacion seca larga Bs; y suelo derivado de lutita, arenisca y conglomerado.
Algunas especies asociadas son: Ceiba parvifolia, Polaskia chichipe, Bursera
spp., Hechtia sp., Manihot paucifl ora, Opuntia depressa y Cnidoscolus

tehuacanensis.

Arbusto ramificado de 0.60 a 2.00 m de altura, sus tallos son lisos (presenta
cicatrices por la ausencia de las hojas) se ramifican desde la base; alcanzan un
diametro que va de los 2.3 a los 9.5 cm, exudan un latex translucido, tienen un
color grisaceo cuando son viejos y color rojizo moreno cuando son jovenes,
estos Ultimos cubiertos de polvo blanquecino. Sus hojas son verde oscuro
fasciculadas, enteras y trilobuladas que miden 1 a 1.5 cm de largo, apice
redondeado y base cuneada presentan nervadura principal de la cual se derivan
6 nervaduras secundarias, visibles. Sus Flores son dialipétalas, rosaceas de
cinco pétalos, enteras de color blanco-amarillo con ovario infero. Las flores
pueden salir solitarias o0 en racimo en las bifurcaciones de los tallos jovenes.
Los frutos son drupas, que se encuentran solitarios nunca en racimos que
inicialmente son verdes, y conforme se acerca su maduracion cambia a un color
café. Redondos con didmetro de 0.8 a 1.4 cm. Tienen forma redonda de
pericarpio grueso una semilla por fruto la cual es alta en contenido de aceite.

Tarda aproximadamente 5 a 10 dias en germinar a los 30 °C y con un proceso
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de escarificacion. En la figura 7 se muestran partes de la planta como parte de

su descripcion morfolégica.

Flor

Hojas

trilobuladas

Entrenudos

Testa

Embrién

Figura 7. Partes de la planta de Jatropha rzedowskii. Imagen elaborada para la
descripcion de Jatropha rzedowskii por Leonardo Felipe Barreto B.2014.
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ACEITES

El % de rendimiento de aceite extraido se obtuvo por medio de una relacion de
peso del extracto y la cantidad de materia utilizada por 100 g. Por lo que el %
de rendimiento de la semilla de J. rzedowskii es del 58 %. Realizando la
comparacion con otras semillas destinadas para la elaboracion de
bioenergéticos tales como la Jatropha curcas cuyo contenido de aceite es de 30
- 58 %, Mahua 35 - 42 % y Neem 40 - 50 %(Karmaka et al.,2010), el
rendimiento obtenido del aceite de J. rzedowskii es mucho mayor a todas las

mencionadas.

Respecto a lo anterior, es interesante observar la imagen de la Figura 8, en la
gue en la mayoria de la células de la semilla de J. rzedowskii se encontré gran
cantidad de aceite, ya que éstas tendieron a colorearse. La prueba de azul de

nilo menciona que las células tifien de rojo si hay presencia de aceites.

Figura 8 . Corte microhistologico de la semilla con azul de nilo.
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Con la finalidad de cumplir con los estandares de calidad de los aceites para su
transformacion a biodiesel, se determind el indice de acidez, asi como la

densidad e indice de yodo como se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Pardmetros de calidad del aceite extraido de la semilla de Jatropha
rzedowskii

PROPIEDADES ACEITE CRUDO
INDICE DE ACIDEZ 1.06%
iINDICE DE YODO 135.67
VISCOSIDAD mPa.S (40°) 28.565
VISCOSIDAD mm2/S 31.628
DENSIDAD RELATIVA 40°C 0.9031
CALOR DE COMBUSTION 39,470,724.30 J/kg

Segun los resultados, el aceite de J.rzedowskii tiene un bajo contenido de
acidez, por lo que no se tuvo problema alguno para la transesterificacion, ya
gue entre mas bajo sea el indice de acidez ( menor al 3 %) mejor se facilita la

obtencion de biodiesel.
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CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Para comprobar que la reaccion se llevé a cabo satisfactoriamente al comparar
el aceite con el producto de reaccion, se realizO un seguimiento por
cromatografia de capa fina (Figura 9). Siendo las manchas de mayor valor de Rf
las que corresponden a los esteres metilicos de acidos grasos (biodiesel) y las

de menor Rf las que corresponden al aceite.

Aceite

Biodiesel

Figura 9. Placa cromatografica indicando el final de la transesterificacion y
aspecto de la separacién del biodiesel y la glicerina, tomada en el laboratorio de
Productos Naturales de Prepratoria agricola.

Al finalizar la cromatografia,se realizé el porciento de biodiesel obtenido del

aceite el cual fue de 76.5%.
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En el Cuadro 6 se muestran los resultados obtenidos de los analisis realizados
al biodiesel, siendo el indice de yodo el parametro que excede los limites, ya
gue la norma indica que el valor maximo para este parametro es de 120 g de

[,/100 g de biodiesel.

Cuadro 6. Parametros de calidad del biodiesel obtenido de la semilla de
Jatropha rzedowskii

PROPIEDADES BIODIESEL
INDICE DE ACIDEZ 0.45%
INDICE DE YODO 131.20
VISCOSIDAD mPa.S (40°) 3.4171
VISCOSIDAD mm2/S 3.9356
DENSIDAD RELATIVA 40°C 0.8682
CALOR DE COMBUSTION 35,080,714.74 J/IKg

Se observa también que en las pruebas de calidad obtenidas para el biodiesel
son mucho menores que las del aceite comuin. Segun las especificaciones
internacionales para el biodiesel B100 (ASTM D6751-08 y EN 14214) se indica
gue el valor maximo de acidez recomendado es de 0.5 mg de KOH/g de

biodiesel y de 0.3 mg de KOH/g de biodiesel, respectivamente; por lo que el
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valor obtenido en el biodiesel del aceite de Jatropha rzedowskii (0.45 mg de

KOH/g de biodiesel) es menor al valor recomendado.

Como se muestra en la figura 10 la densidad del biodiesel con respecto a la del
aceite bajo en diferentes temperaturas, no logrando obtener resultados a los

90°C en el biodiesel.
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Figura 10. Efecto de la temperatura en la densidad del biodiesel y el
aceite.

51



CROMATOGRAFIA DE GASES

Laboratorio de Cromatografia
\2-‘ i’ # |SA del Instituto de Quimica, UNAM
“uv , Q (?,”“ Certificado 1SO 9001:2008 RSGC 238

Informe de Resultados

7 de abril de 2014
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Figura 11. Cromatograma de los esteres metilicos de acidos grasos.

Para determinar el porcentaje de acidos grasos presentes en el aceite de J.
rzedowskii se analizaron los compuestos volatiles de la muestra en un
cromatografo de gases Agilent 6890 en una columna AT FAME 30 m X 0,25
mm X 0.25 um. A una temperatura de la columna de 180 ° C, 15 min rampa 10
°C/ min hasta 230 °C. Con flujo 1.8 ml/ min hidrogeno spilt 100. La temperatura

del inyector fue de 250°C a 275°C.
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Los &cidos grasos presentes en el aceite de semilla de J rzedowskii, el 63.895
% de los acidos grasos del aceite son insaturados y 36.105 % saturados. De los
cuales el &cido linoléico y oléico son los que se encuentran en mayor proporcion
con 41.462 % y 22.253 % respectivamente, aunque también tiene un alto

contenido de acido behenico 13.073 % (Cuadro 7).

Cuadro 7. Composicién de los &cidos grasos de la semilla de J. rzedowskKii.

Acidos grasos Nombre sistematico Estructura %
Linoléico Cis-9-cis-12 Octadecadienoico 18:2 41.462
Oléico Cis-9-octadecenoico 18:1 22.253
Behénico docosanoico 13.073
Palmitico hexadecanoico 16:0 8.704
Estearico Octadecenoico 18:0 4,981
Palmitoléico Cis-9-octadecenoico 16:1 0.647
Araquidonico Cis-5-cis-8-cisll1-cis14 20:4 0.127

eicosatetraenoico

Este ultimo acido se caracteriza en apariencia por estar constituido con
cristales o polvos color blanquecino. Es por esto que en las pruebas micro
histolégicas se observo presencia de cristales dentro de la semilla, como se

muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Corte micro histologico de la semilla de J. rzedowskii donde se
aprecia la presencia de cristales.
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8. CONCLUSIONES

La condiciones Optimas en las que se realizO mejor el proceso de germinacion
fue a los 30 °C con el proceso de escarificacion. La separacion de la testa es un

proceso que da mejores resultados, ya que induce el proceso de germinacion.

Con base a los resultados de esta investigacion, se deduce que la semilla de
Jatropha rzedowskii presenta altos contenidos de aceite, cualidad para ser apta
la elaboracion de biodiesel, ya que sus caracteristicas resultaron Optimas para
llevar a cabo la reaccion de transesterificacion. Por lo que representa una
opcion viable para que en el futuro se implemente su cultivo (y probable

domesticacion) para la obtencion de biocombustible.

La especie de J. rzedowskii es una planta que, debido a sus caracteristicas
puede ser inducida como cultivo; sin embargo, es necesario realizar estudios

mas a fondo para que se incremente el numero de frutos por planta.
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