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V. RESUMEN

La cascara de granada representa un subproducto agroindustrial muy valioso ya que
contiene compuestos bioactivos de gran importancia para la salud, es rica en
elagitaninos totales principalmente punicalagina y destacan sus propiedades
benéficas como su actividad antioxidante, antitumoral, antimicrobiana entre otras
mas. A partir de esto surge la idea de valorizar este tipo de subproductos a través de
un enfoque verde que implique menos danos al medio ambiente y que emplee el uso
de tecnologias y técnicas amigables con el medio ambiente mediante la extraccion
de estas moléculas, de aqui surge la importancia de abordar la funcionalizacion de
estas moléculas a través de la lipofilizacion con lipasa B de Candida antdrctica,
anadiendo una cadena alifatica de un acido o alcohol graso a la molécula fenodlica
para aumentar su solubilidad. El primer paso para extraer elagitaninos totales es
realizar la extraccion con un nuevo tipo de solventes (Solventes Eutécticos Profundos)
los cuales son el resultado de una mezcla de una sal y una sustancia donante de
enlace hidrogeno que juntos al mezclarse son liquidos, acoplado a la extraccion
asistida con ultrasonido representan una opcion verde al empleo de las técnicas
convencionales por presentar procesos mas amigables con el medio ambiente y menos
toxicos. El objetivo de este proyecto es la utilizacion de diferentes sistemas de
solventes eutécticos (NADES) para la extraccion de elagitaninos de la cascara de
granada, el sistema de solventes que resulto ser el mas prometedor fue el sistema 3
( ChCl: urea: glicerol y ChCl: glicerol) mostrando 4.373 g equivalentes de acido
elagico/100 g muestra y 4.27 g equivalente de acido elagico/100 g de muestra
respectivamente, mostrando diferencia significativa con otros solventes organicos,

siendo una alternativa viable al uso de éstos.

Vil
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VI.  ABSTRACT

Pomegranate peel represents a high value agro-industrial by-product because it
contains bioactive compounds of great importance for health, it is rich in total
ellagitannins, mainly punicalagin, and among its beneficial properties are
antioxidant, antitumor, antimicrobial and other activities. From this arises the idea
of adding value to these type of by-products through a green approach that involves
less damage to the environment and employs the use of greener technologies and
techniques through the extraction of these important molecules, hence the
importance of the functionalization of these molecules through lipophilization with
lipase B from Candida antarctica, adding an aliphatic chain of a fatty acid or alcohol
to the phenolic moiety to make it more hydrophobic. The first step to extract total
ellagitannins is the extraction with a new type of solvents (Deep Eutectic Solvents)
which are the result of a mixture of a salt and a hydrogen bond donor substance that,
when mixed are liquids, coupled with ultrasound assisted extraction represent a
green option to the use of conventional techniques by presenting more
environmentally friendly and less toxic processes. The objective of this project is the
use of different eutectic solvent systems for the extraction of ellagitannins from
pomegranate peel, the solvent system that proved to be the most promising was
system 3 (ChCl: urea: glycerol and ChCl: glycerol) showing 4.373 ellagic acid
equivalents/100 g sample and 4.27 ellagic acid equivalents/100 g sample
respectively, showing significant difference with other organic solvents.

Keywords: ellagitannin, valorization, deep eutectic solvents, extraction, peel.
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VII. INTRODUCCION

La industria del procesamiento de frutas y verduras genera grandes cantidades de
desperdicios durante el proceso (seleccion, clasificacion, pelado etc.), ademas de
que las partes no comestibles de las frutas y verduras también son residuos
alimentarios comunes y abundantes como desperdicios. Los residuos provenientes de
frutas y verduras que se producen durante el proceso son cascaras, semillas, hojas,
tallos, cortezas etc., las cuales son generalmente descartadas y representan un serio
problema, ya que ejercen un problema ambiental y surge la necesidad de su manejo
apropiado y/o reciclaje (Mouratoglou et al., 2016). Segin datos de la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), se estima que al
menos 1.3 billones de toneladas métricas de alimentos es producida en el mundo y
que los residuos corresponden en mayor porcentaje a productos horticolas
representando un 60% (FAO, 2014). Las pérdidas no representan solamente el
desperdicio de frutas y verduras, sino que también de otro tipos de recursos como lo
son el suelo, agua, fertilizantes, energia y mano de obra, lo que representa pérdidas
millonarias ademas de generar problemas ambientales como lo son los gases de efecto

invernadero (Vilarino et al., 2017).

En México se ha reportado que el 96% de los desechos sélidos se disponen en rellenos
sanitarios y que el 50% del total de éstos es atribuido a componentes organicos. Como
es bien conocido en la cultura mexicana no esta arraigado el término reciclaje debido
a que hay una falta de orientacion y politicas publicas para el manejo de los desechos.
Asi que el actual sistema de gestion de residuos de México presenta un retraso en
materia de reciclaje y valorizacion energética y ofrece pocos incentivos normativos
para evitar el desecho de alimentos (Rincon-Moreno et al., 2019). La mayoria de los

flujos de subproductos o residuos generados a lo largo de los procesos industriales
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plantea inmensos problemas medioambientales, sociales y econoémicos. El desarrollo
de estrategias para la valorizacion de estos residuos industriales no sélo permitira
abordar estos problemas, sino también promover la bioeconomia, satisfaciendo los
principios del desarrollo (Charalampia et al., 2017).

La economia circular pretende sustituir el concepto de fin de vida y el uso de energia
renovable, y tiene como objetivo la eliminacién de residuos a través de la nueva
produccion de productos, organizaciones e incluso modelos de negocio, dando un
enfoque para una gestion mas adecuada de los residuos mediante métodos de
reciclaje, reutilizacion o recuperacion (Ghisellini et al., 2016). Estas fuentes
residuales representan una importante reserva de compuestos bioactivos con un gran
potencial para la fabricacion de productos farmacéuticos, alimentarios y cosméticos,
dentro de los compuestos objetivo mas comunes de los subproductos de frutas y
verduras se encuentran los polifenoles, los cuales estan presentes en la cascara,
pulpa, semillas y bagazo. Los polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas
y has sido ampliamente estudiados ya que ayudan en la prevencion de enfermedades,
debido a que poseen actividades biologicas importantes como anti-inflamatoria,
antiviral, anticancerigena, antimicrobiana y antioxidante (Ruesgas-Ramén et al.,
2017).

La granada (Punica granatum L.) es una de las frutas comestibles mas antiguas y que
contiene la mayor concentracion de polifenoles totales en comparacion con otras
frutas. Durante el procesamiento industrial del zumo de granada se generan grandes
cantidades de subproductos entre ellos la cascara, la cual es una fuente valiosa de
polifenoles, diversos estudios han informado que esta fraccion tiene mayor
bioactividad que la pulpa, estas moléculas se pueden convertir en productos de valor
anadido como antioxidantes, alimentos funcionales, nutracéuticos, aditivos
alimentarios y suplementos (Goula et al., 2015).

El paso primordial para obtener compuestos fenélicos de este tipo de subproductos
es la extraccion, actualmente el desarrollo de procedimientos de extraccion

innovadores y respetuosos con el medio ambiente es cada vez mas demandado, ya
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que esto es valioso para reducir el tiempo de extraccion, asi como el consumo de
disolventes mediante la aplicacion de estrategias rentables que se ajusten a los
principios de la quimica verde. En los Ultimos anos, los conceptos de economia verde
y eco sostenibilidad han hecho que se preste mayor atencion a los disolventes
eutécticos profundos, nuevos disolventes que estan surgiendo como una alternativa
prometedora y mas ecoldgica a los disolventes organicos convencionales. Los
solventes eutécticos representan una nueva generacion de disolventes que se basan
en su mayoria en mezclas de componentes baratos y facilmente disponibles: sales de
amonio cuaternario no toxicas y un donante de enlace hidrogeno (Bonacci et al.,
2020).

Los solventes eutécticos se combinan con la extraccion asistida con ultrasonido (EAU),
la cual es un enfoque novedoso para la extraccion de compuestos bioactivos de
diferentes matrices vegetales. La EAU tiene varias ventajas: alta sensibilidad,
especificidad, presenta altos rendimientos, es amigable con el medio ambiente y en
comparacion con los métodos tradicionales es menos costosa y puede utilizarse en
laboratorio y a gran escala (Foujdar et al., 2020). Este tipo de solventes (NADES) se
puede utilizar como medio para reacciones de biocatalisis, un ejemplo de ello es la
lipofilizacion enzimatica, la cual es un proceso verde e importante para poder
extender el uso de los polifenoles en medios lipidicos, debido a que estas moléculas
son poco solubles en matrices a base de lipidos, el mejoramiento de la hidrofilia de
estos compuestos mediante este tipo de reaccion se ha aplicado ampliamente para
hacer que estas moléculas funcionalizadas, sean activas en la interface aceite-agua,
lo que hace que este tipo de compuestos tengan un mayor campo de aplicacion en la
industria (Kahveci et al., 2015; Marquez-Rodriguez et al., 2021).

El presente trabajo se centro en la extraccion verde y la transformacion enzimatica
de polifenoles de la cascara de granada implementando métodos y tecnologias verdes
como una forma de valorizar este tipo de subproducto y contribuir con la economia

y el medio ambiente.
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VIll. ANTECEDENTES

8.1 Cascara de granada
8.1.1 Subproducto agroindustrial

La granada (Punica granatum L.) se cultiva desde la antigiedad, pertenece a la
familia de las punicaceas y es conocida como una “sUper fruta” de nueva generacion,
es originaria de Iran hasta la region del Himalaya, se cultiva extensamente en Iran,
Espana, India y EUA., asi como en la mayoria de los paises del Cercano y Lejano
Oriente. Se desarrolla en climas tropicales y subtropicales (Dhumal et al., 2014). Su
produccién anual se cifra en unos 2.5 millones de toneladas, mientras que la India
ocupa el primer lugar en produccion a nivel mundial con 1.78 millones de toneladas
(Foujdar et al., 2020). Este fruto es muy apreciado por su buen sabor y por tener
numerosos beneficios para la salud ya que su consumo puede prevenir o atenuar
variedad de enfermedades como es el cancer, diabetes, arterioesclerosis y
desordenes cardiovasculares (Akhtar et al., 2015).

En México la produccion de granada en el 2018 fue de 5,210 toneladas de los cuales
1,980 toneladas fueron de residuos y el 38% de éstos correspondio a la cascara, los
principales productores de granada en el pais son Morelos, Oaxaca, Hidalgo y
Guanajuato (SIAP, 2018).

La industria del procesamiento de la granada genera cascaras ricas en compuestos
fenolicos que se desechan como residuos. Se generan 100 kg de granada fresca, de
estos, 52.18 kg corresponden a la cascara (Qu et al., 2012; N. Seeram et al., 2005).
La cascara de granada es una excelente fuente de elagitaninos, pertenecientes a la
familia de los taninos hidrolizables, representa cerca del 40%-50% del peso total de
la fruta. La punicalagina y sus isomeros (2,3-hexahidroxifenoil-4,6- galagilglucosa),
punicalina, acido elagico, y acido galico son los principales compuestos de
elagitaninos que se encuentran en la cascara de granada (Akhtar et al., 2015; Fawole
et al., 2013; Singh et al., 2002). Los elagitaninos poseen propiedades

anticancerigenas, antidiabéticas, antiinflamatorias, antioxidantes y antibacterianas
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que ayudan a reducir el riesgo de muchas enfermedades crénicas y potencialmente
mortales (Foujdar et al., 2020).

La valorizaciéon de subproductos de granada rica en valiosos compuestos bioactivos
podria conducir a la produccion de varios productos como 1) aditivos utilizados en el
sector alimentario industrial para aumentar la vida Gtil de los productos, 2)
ingredientes funcionales para mejorar la calidad de los alimentos y promover la salud
humana. De este modo, no solo se reformaria la estructura existente en el sector de
la produccion de jugo de granada, sino que también se daria lugar al desarrollo de
nuevos productos con salidas comerciales diversificadas, tratando las cuestiones

relacionadas con la gestion de residuos (Charalampia et al., 2017).

8.2 La cascara como fuente de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son el grupo mas numeroso de fitoquimicos. Estan presentes
en casi todas las plantas como metabolitos secundarios, desempenando un papel
importante en sus procesos de crecimiento y reproduccion o proporcionandoles
proteccion contra patogenos y depredadores. Se caracterizan por tener uno o mas
grupos hidroxilos en su estructura quimica, y han sido ampliamente estudiados por
sus propiedades bioldgicas. Ademas los polifenoles, incluidos los flavonoides
(antocianos, flavonoles, flavanoles, taninos condensados o proantocianidinas) y los
no flavonoides ( acidos fendlicos, estilbenos, galotaninos, elagitaninos y ligninas), son
los antioxidantes mas abundantes de origen natural (Ruesgas-Ramon et al., 2017).
Cerca de 48 compuestos fenolicos han sido identificados en la cascara y en otras
partes de la granada. Los elagitaninos, son los antioxidantes mas activos entre los
taninos que contiene la cascara. Se ha demostrado que estos compuestos (acido
elagico, punicalagina, punicalina y acido galico) tienen una gran actividad biologica
antioxidante, sobre todo, que actGian conjuntamente de forma sinérgica (Akhtar et
al., 2015; Seeram et al., 2006).

La cantidad de compuestos fendlicos depende de el cultivo o variedad de granada asi
como de las partes de la fruta, algunos estudios mencionan que la parte de la fruta
con mayor cantidad de compuestos fendlicos es la cascara (Gozlekci et al., 2011).

5
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8.2.1 Taninos

Los taninos son polifenoles de alto peso molecular divididos en dos grupos quimica y
biologicamente distintos: taninos condensados o proantocianidinas y taninos
hidrolizables. Los primeros son polimeros de monomeros de polihidroxiflavan-3-ol y
los segundos son ésteres de acidos galico y elagico (galotaninos y elagitaninos) y se
encuentran dentro del grupo de los no flavonoides. La cascara de granada es rica en
taninos hidrolizables (punicalina, pedunculagina, y punicalagina). La punicalagina
(Figura 1), es el compuesto bioactivo mayoritario y se le asigna como responsable de
las propiedades biologicas (Smaoui et al., 2019; Viuda-Martos et al., 2010).

Figura 1. Punicalagina
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8.2.2 Flavonoides
Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular formados por 15 atomos de
carbono, dispuestos en una configuracion C6-C3-Cé. Esencialmente, la estructura
consiste en dos anillos aromaticos unidos por un puente de tres carbonos (Figura 2),
normalmente en forma de anillo heterociclico (Balasundram et al., 2006). Las
variaciones en los patrones de sustitucion del anillo C dan como resultado las
principales clases de flavonoides (flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas,
flavanoles y antocianos). La cascara de granada es una fuente potencial de
flavonoides como la catequina, epicatequina, quercetina, las antocianinas y las
procianidinas. La concentracion de flavonoles y flavonas en la cascara varia entre los
diferentes cultivares de granada (Singh et al., 2018). Los flavonoides mayormente
antocianinas contribuyen al color de la fruta. La cascara contiene cerca del 30% del

total de antocianinas presentes en la fruta (Zhao et al., 2014).

3|

Figura 2. Estructura genérica de una molécula flavonoide

8.2.3 Acidos fenélicos
Quimicamente, los acidos fenolicos pueden definirse como sustancias que poseen
anillo aromatico unido a uno o mas sustituyentes hidrogenados, incluyendo sus
derivados funcionales. Los acidos fenolicos constan de dos subgrupos, los

hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos, los acidos hidroxibenzoicos incluyen los acidos
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galico p-hidroxibenzoico, protocatechuico, vanilico y siringico, que contienen en
comun la estructura C6-C1, los acidos hidroxicinamicos, por su parte, son compuestos
aromaticos con una cadena lateral de tres carbonos C6-C3, siendo los acidos caféico,
ferulico, p-cumarico y sinapico los mas comunes (Balasundram et al., 2006). En la
cascara de granada se han identificado el acido clorogénico, caféico, siringico,

sinapico, p-cumarico, vanilico, elagico, galico y cinamico (Elfalleh, 2012).

8.3 Extraccion de compuestos fenodlicos a partir de residuos agroindustriales

El primer paso para la obtencién de compuestos fenolicos a partir de residuos
agroindustriales es la extraccion. Existen diferentes métodos de extraccion los cuales
determinan los tipos y cantidades adecuadas de compuestos bioactivos que pueden
obtenerse de los subproductos. Los métodos varian dependiendo del compuesto
objetivo que se quiera obtener y se dividen en dos categorias: métodos
convencionales y no convencionales (Singh et al., 2002).

La extraccion conlleva tomar en cuenta determinados factores como: la temperatura,
el pH, tejido de la planta, presion, tipo de solvente, tiempo, relacion solido-liquido,
tamano de particula de la muestra, ya que éstos factores pueden afectar el
rendimiento de extraccion (Sagar et al., 2018). Los valores optimos de los diferentes
factores o variables de extraccion se pueden obtener mediante una optimizacion de
la extraccion, la cual se lleva a cabo mediante un disefo experimental compuesto
central y una metodologia de respuesta (Mourtzinos et al., 2019). La cantidad de
solvente debe ser suficiente para garantizar que todo el tejido vegetal esté sumergido
en el solvente durante todo el proceso de extraccion. La temperatura es un factor
importante, ya que los polifenoles se consideran termosensibles, y en algunos casos
al aumentar la temperatura se produce una degradacion o modificacion de las
moléculas, esto debido a las posibles interacciones covalentes con otros
constituyentes en las matrices de las células vegetales. La utilizacion de materia
vegetal pulverizada y seca, mejora la extraccion ya que aumenta el area de superficie
de contacto con la muestra, lo que promueve la ruptura de la pared celular de la
planta. La eleccion del solvente adecuado depende de su selectividad, miscibilidad,

8
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densidad, recuperacion, precio, presion de vapor, viscosidad, estabilidad quimica y
térmica y principalmente su polaridad (Haminiuk et al., 2012).

La preparacion de la muestra es otro factor crucial para determinar el tipo y la
cantidad de compuesto bioactivo extraido. Antes de la extraccion, la muestra puede
ser triturada, molida o incluso homogeneizada, las muestras pueden ser secadas al
aire o liofilizadas y se prefiere la extraccion de muestra seca a la extraccion de
muestra fresca, porque las enzimas en las células frescas pueden degradar
potencialmente a los acidos fenolicos. Esto se ha reportado por varios autores, por
ejemplo el proceso de congelacion y almacenamiento congelado a largo plazo
provocan la pérdida en el contenido fenolico y vitaminas que se encuentran en la
materia vegetal (Haminiuk et al., 2012; Pareek et al., 2015). También el proceso de
secado, incluida la liofilizacion, pueden provocar efectos no deseados en los perfiles
constituyentes de las muestras, por lo que queda a consideracion del analista o
técnico el uso de éstas técnicas en la preparacion de la muestra (Dai, Witkamp, et
al., 2013).

El principal objetivo de la extraccion es maximizar el rendimiento del compuesto a
extraer con un impacto minimo o nulo en las propiedades del compuesto objetivo,

mientras se minimiza la extraccion de compuestos indeseables (Tiwari, 2015).

8.3.1 Métodos no convencionales: Extraccion verde

Recientemente la tecnologia de extraccion verde, también conocida como tecnologia
no convencional, se ha convertido en el area de investigacion mas reciente, debido
al alto rendimiento, la reduccién del tiempo de proceso, los productos de alta calidad
y la menor generacion de residuos, estas tecnologias verdes han sustituido las
tecnologias convencionales. La extraccion verde significa reducir el uso de
disolventes, la energia, los residuos y la contaminacién ambiental, al tiempo que se
obtiene un mayor rendimiento. La tecnologia de extraccion verde es el resultado de
una competencia industrial mas ecoldgica, economica e innovadora (Wen et al.,
2018).
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Las técnicas convencionales de extraccion sélido-liquido, como maceracion, infusion
y la extraccion Soxhlet, requieren mucho tiempo y utilizan grandes cantidades de
solventes. Los solventes utilizados como cloroformo, tetracloroetileno de carbono,
clorobenceno, acetona, metanol y acetonitrilo, se utilizan para la extraccion de
diversas matrices, dependiendo de las propiedades del compuesto objetivo. Los
riesgos de seguridad, la toxicidad de ciertos disolventes y la presencia de residuos de
disolventes, han hecho crecer el interés por desarrollar nuevas tecnologias de
extraccion respetuosas con el medio ambiente, que disminuyan o eliminen el uso de
disolventes organicos. Ha crecido el interés comercial por rutas de extraccion mas
sostenibles y no tdxicas, impulsado por la creciente demanda de los consumidores
por alternativas mas ecologicas e ingredientes naturales que no impliquen productos
quimicos toxicos y los riesgos medioambientales y sanitarios asociados al uso de
disolventes quimicos (Wang et al., 2006).

Un reto importante en la extraccion de moléculas de una matriz compleja de forma
sostenible es que estas moléculas suelen estar incrustadas en la matriz. Aunque no
cabe duda de que existe una clara necesidad de desarrollar técnicas de extraccion
asequibles, seguras, eficaces y ecologicas, es importante que dichas técnicas no solo
permitan el etiquetado limpio, sino que también garanticen un mayor rendimiento
con un impacto minimo en la calidad del producto final.

Se han propuesto una serie de novedosas técnicas para la extraccion, incluyendo
extraccion asistida por ultrasonido, extraccion con fluidos supercriticos, extraccion
asistida por microondas, alta presion y campo eléctrico pulsado. Estas técnicas
ofrecen un enorme potencial y mejoran la calidad del extracto. Estas técnicas
también pueden utilizarse como pretratamiento o en combinacion con disolventes
organicos seguros y respetuosos con el medio ambiente (Solventes eutécticos
profundos) para mejorar la eficacia de la extraccion al mejorar la permeabilidad de
la membrana celular, que es el parametro que rige la eficacia de la extraccion
(Tiwari, 2015) ademas este tipo de solventes se han aplicado como disolvente en
compuestos fendlicos, son biodegradables y de facil manipulacion con una toxicidad

muy baja (Ruesgas-Ramoén et al., 2017).
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8.4 Extraccion asistida con ultrasonido (EAU)

La EAU induce una mayor difusion del disolvente en los materiales celulares,
mejorando asi la transferencia de masa y debido a que las implosiones generadas por
defecto de cavitacion de la EAU, promueven el rompimiento de tejido o pared celular
vegetal también facilitando la liberacion de los compuestos bioactivos. ELl
rendimiento de extraccion esta influenciado por la frecuencia de ultrasonido y por la
naturaleza del material vegetal (Kumar et al., 2017).

En la EAU se aplica un rango de 20 a 2000 kHz, es una técnica simple y de bajo costo
que se basa en dos principios: uno es la difusion a través de las paredes celulares y
el otro es el enjuague del contenido después de la ruptura celular, en ella se aplica
el principio de cavitacion en el que las ondas provocan expansion y compresion de la
matriz, que provoca la permeabilizacion de la pared celular y da como resultado un
mayor rendimiento del producto deseado (Figura 3), el mecanismo de cavitacion se
puede describir en cuatro pasos. En el primer paso, las burbujas de cavitacion son
generadas cerca de la superficie de la matriz de la planta con la aplicacion de las
ondas de ultrasonido, en el segundo paso, las burbujas colapsan, liberando presion y
temperatura hacia la superficie, en el tercer paso la superficie de la matriz se rompe
y establece un contacto directo entre los compuestos bioactivos dentro de la célula
y el solvente. Finalmente, los compuestos activos se liberan y se transportan al
disolvente, de esta forma las ondas de ultrasonido mejoran la transferencia de masa
(Panja, 2018).

11
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Cellular wall
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A) Representation: Bubble and vegetal cell B) Breakdown of the cell wall C) Diffusion of the solvent and release of the compounds

Figura 3. Mecanismo de liberacién de compuestos bioactivos de la célula usando ondas
ultrasonido (Panja, 2018).

La frecuencia es el principal factor y tiene un efecto en el rendimiento y en las
propiedades del compuesto. Algunos autores reportan que usar frecuencias de mas
de 20 kHz afecta las propiedades fisicoquimicas de los compuestos bioactivos con la
formacion de radicales libres (Shen et al., 2017).

La EAU se utiliza para la extraccion de diversos compuestos fenolicos de diferentes
partes de plantas: hojas, tallos, semillas, frutos, cascaras., y muestra muchas
ventajas en comparacion con otras técnicas, como la baja temperatura, lo que
resulta en una menor degradacion térmica de compuestos bioactivos y un menor
tiempo de extraccion. Es un método rentable a escala de laboratorio, en la industria
alimentaria el ultrasonido se utiliza para esterilizacion, extraccion y conservacion
(Saini et al., 2019).

8.5 Solventes eutécticos profundos

El término eutéctico deriva de la palabra griega que significa baja fusion y se aplica
a una aleacion o a un medio liquido. En términos generales, un sistema eutéctico
representa una mezcla de componentes que, en virtud de proporciones especificas,
tienen el punto de fusion mas bajo. Como se muestra en la (Figura 4) en el diagrama

de fases, la temperatura y la proporcion de los componentes son dos factores
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determinantes en un sistema eutéctico binario. El punto eutéctico es la temperatura
minima de fusion en el conjunto de las composiciones. Este fenomeno se produce con
frecuencia cuando los atomos de los componentes son pequefos y pueden
posicionarse en los espacios intersticiales de una red compuesta formada por atomos
mas grandes, alterando asi su patron cristalino al disminuir las fuerzas electrostaticas
y, por tanto, provocando una disminucion del punto de congelacion de la mezcla
eutéctica (Alonso et al., 2016). Estos componentes interactlan a través de fuerzas
intermoleculares, pero no a través de enlaces covalentes o idnicos, tedricamente la
participacion de las moléculas de otros componentes deslocaliza las unidades de la
red molecular de los componentes, provocando una depresion del punto de fusion de
la mezcla eutéctica (Liu et al., 2018).

Los DES son sistemas formados por la complejacion de una sal cuaternaria de amonio
con una sal metalica o un donante de enlaces hidrogeno. Cunado los componentes de
un DES son metabolitos primarios naturales y compuestos celulares de todos los tipos
de células y organismos, se les asigna el término “Disolventes eutécticos profundos
naturales” (NADES), sin embargo, puede afirmarse que no existe una diferencia clara
entre un DES y un NADES, y algunas mezclas eutécticas preparadas a partir de
metabolitos naturales, como el cloruro de colina y la glucosa, pueden considerarse
tanto un DES como un NADES. La formacion de un NADES se produce por el enlace
hidrogeno intermolecular entre un aceptor de enlaces de hidrégeno y donante de
enlaces hidrogeno (Savi et al., 2019).

El desarrollo de un sistema de disolventes rentable y respetuoso con el medio
ambiente es de suma importancia en la industria quimica. Una de las propuestas es
la sustitucion de los disolventes organicos volatiles peligrosos convencionales por
alternativas no volatiles para que no emitan vapores toxicos e inflamables a un amplio
rango de temperaturas.

Durante los Ultimos aios han aparecido algunos solventes verdes como agua, fluidos
supercriticos, disolventes perfluorados, glicerol y solventes i6nicos, sin embargo, su
uso esta limitado debido a que algunos compuestos, sustratos o reactivos tienen poca

solubilidad o estabilidad en agua, se requieren equipos muy sofisticados como es el
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caso de los fluidos supercriticos, el proceso de sintesis para liquidos idnicos es
complejo y costoso ademas es dificil de purificar, estas son algunas de las razones
por las cuales se ha impedido su uso generalizado en procesos quimicos (Liu et al.,
2015).

La era de la quimica verde ha empujado a la comunidad cientifica a investigar y
aplicar nuevos disolventes en extraccion de compuestos fenolicos como alternativas
a los disolventes organicos, que son toxicos y pueden ser peligrosos. Recientemente
los solventes eutécticos profundos se han aplicado como disolventes ya que son
biodegradables, son faciles de manipular y tienen una toxicidad muy baja (Ruesgas-
Ramon et al., 2017).

Los solventes eutécticos profundos suelen formarse mezclando dos o tres tipos de
componentes organicos, donantes de enlaces hidrogeno como la urea, acidos
carboxilicos y los polioles, los cuales se mezclan con aceptores de enlace de
hidrégeno para formar la mezcla eutéctica. El cloruro de colina ChCl es uno de los
aceptores de enlace hidrogeno mas utilizados en los solventes eutécticos. Estas
mezclas eutécticas poseen puntos de fusion mucho mas bajos que cualquiera de sus
componentes individuales, debido al efecto en los enlaces de hidrogeno
intermoleculares. Se han utilizado para la catalisis, sintesis organica y material

electroquimico (Cui et al., 2015).
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Figura 4. Diagrama de fases mezcla eutéctica, modificado (Alonso et al., 2016).

Los solventes eutécticos profundos muestran excelente potencial como solventes
para la extraccion de una amplia gama de solutos quimicos. Su uso como solvente en
la extraccion depende de sus propiedades fisicas, como la viscosidad, densidad, la
miscibilidad y la polaridad. Es conveniente seleccionar un disolvente de baja
viscosidad para facilitar la mezcla, pero con una gran diferencia de la densidad de la
matriz para facilitar la separacion de fases (Cunha et al., 2018).

Hasta la fecha hay tres tipos de métodos disponibles para preparar mezclas
eutécticas: a) Método de calentamiento y agitacion: los componentes se colocan en
un frasco con una barra de agitacion y una tapa, se calientan en un bano de agua (50-
90°C) con agitacion hasta que se forme un liquido claro, b) Método de evaporacion:
los componentes se disuelven en agua y se evaporan a 50°C con un evaporador
rotatorio. El liquido obtenido se coloca en un desecador con gel de silice hasta peso
constante, c) Método de liofilizacion: basado en la liofilizacion de soluciones acuosas

de las contrapartes individuales (Gomez et al., 2018).

15



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

8.6 Propiedades fisicoquimicas de los solventes eutécticos profundos

8.6.1 Punto de congelacion
Se caracterizan por puntos de congelacion menores a los de los componentes
individuales. Los puntos de congelacion estan influenciados por la proporcion de la
sal y el donador de enlace hidrégeno, sin embargo, no existe una correlacion
establecida entre el punto de congelacion de los DES y los puntos de fusion de los
componentes puros. El punto de congelacion depende de la energia reticular de los
DES, la interaccion entre el par anion donador de enlace hidrogeno y los cambios de
entropia que surgen de la formacion de la fase liquida (Patzold et al., 2019).

8.6.2 Densidad
La mayoria de los DES son mas densos que el agua. La notable diferencia de densidad
puede atribuirse a una organizacion molecular diferente o empaquetamiento de los
DES. Los valores de densidad mas comunes varian entre 1.04y 1.63 cm3 a 25°Cy esta
fuertemente afectada por el radio molar de la sal organica y el donador de enlace
hidrégeno (Achkar et al., 2019).

8.6.3 Viscosidad
Muchos de los DES son muy viscosos a temperatura ambiente. Para su aplicacion
potencial como disolvente verde, los DES con viscosidades bajas son muy deseables.
La viscosidad de la mezcla eutéctica binaria se rige por enlaces hidrogeno, Van der
Waals e interacciones electrostaticas y también depende de la naturaleza del
donador de enlace hidrégeno y la relacion molar de los componentes. La viscosidad
cambia en funcion de la temperatura, a medida que aumenta la temperatura, la
viscosidad disminuye. El agua juega un papel importante en la superacion de la alta
viscosidad y puede ser parte de la mezcla y permite el ajuste cuantitativo de
propiedades fisicoquimicas, como la conductividad, polaridad, viscosidad y densidad,
lo cual facilita la aplicacion como disolvente. El contenido 6ptimo de agua en los DES

depende de la composicion y la polaridad (Gonzalez et al., 2019).
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8.6.4 Polaridad, conductividad y acidez/alcalinidad

Los enlaces hidrogeno hacen polares a este tipo de solventes. Los DES muestran una
conductividad idnica deficiente debido a una viscosidad mas alta y cambian con la
composicion y temperatura. Los DES polares y proticos pueden ser de naturaleza
acida o basica. Si un disolvente presenta una naturaleza ligeramente acida o basica,
también puede actuar como catalizador. Las propiedades de acidez o coordinacion
se pueden ajustar de acuerdo con los requisitos de diferentes reacciones o procesos
cambiando la combinacion de sus cationes y aniones.

Es posible que una gran cantidad de DES tengan varias combinaciones de cationes y
aniones que brindan una oportunidad para disefar la condicion catalitica mas
adecuada con un enfoque ecologico. Los caracteres idnicos debido a la presencia de
interaccion de enlace hidrégeno entre el cation y anion muestran actividades
cataliticas mejoradas con respecto a las realizadas en disolvente organico
convencional, asi que los DES pueden ser utilizados no solo como un modesto y
economico solvente sino también como organocatalizadores reciclables vy
reutilizables, pueden desempenar un papel doble en las transformaciones organicas
(Khandelwal et al., 2016).

8.7 Lipofilizacion enzimatica

El agua es el disolvente mas utilizado en biocatalisis. Uno de los principales
inconvenientes del agua como disolvente en las transformaciones biocataliticas es su
alta polaridad en contraste con la naturaleza hidrofébica de muchos reactivos de
interés, lo que conduce a una baja solubilidad de los sustratos en los medios de
reaccion acuosos. Se ha utilizado con éxito una amplia gama de enzimas para las
biotransformaciones en DES. El enfoque principal se centra en las reacciones
catalizadas por lipasas con enzimas libres e inmovilizadas, especialmente para la
sintesis de ésteres y reacciones de transesterificacion utilizando DES ya sea como
disolvente, co-solvente o incluso como disolvente y sustrato combinado (Patzold et
al., 2019).
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Las lipasas (triacilglicerol hidrolasas) son enzimas capaces de actuar sobre los enlaces
ésteres carboxilicos de cadena larga, no solo se utilizan por su funcion hidrolizante
natural, sino que también catalizan las reacciones de sintesis de ésteres,
interesterificacion y transesterificacion en medios no acuosos. Siguiendo el contexto
verde, varios estudios han intentado reducir el impacto medioambiental y han

tratado de llevar a cabo reacciones catalizadas por lipasas en disolventes verdes.

Los acidos fendlicos presentan baja solubilidad en matrices lipidicas, esto hace que
su aplicacion sea limitada como antioxidantes naturales, conservadores, aditivos etc.
La hidrofobicidad de los acidos fenoélicos se puede cambiar a través de la lipofilizacion
enzimatica, esterificando la funcion de -COOH con alcohol graso o el fenol -OH con
un acido graso (Figueroa-Espinoza et al., 2013). El interés de esta reaccion es
modificar o realzar las propiedades funcionales del compuesto fenélico original. Este
tipo de lipofilizacion es altamente selectiva y es considerada un proceso verde ya que
es amigable con el medio ambiente debido a que implica condiciones de reaccion
mas suaves, menos pasos de purificacion y baja produccion de residuos. La lipasa b
de Candida antarctica es la ideal para este tipo de reacciones, se puede utilizar en
operaciones de reaccion discontinua y en columna; su temperatura de operacion es
de 40°C-60°C, y se puede recuperar facilmente de la mezcla de reaccion (Grajeda-
Iglesias et al., 2016; Guyot et al., 1997; Marquez-Rodriguez et al., 2021).

Las reacciones de lipofilizacion son especialmente ventajosas y eficaces, y pueden
considerarse como una llave de vectorizacion que abre la barrera lipidica que
encuentra la molécula bioactiva, manteniendo sus propiedades funcionales
originales. La lipofilizacion de los antioxidantes fenolicos se puede realizar
quimicamente o enzimaticamente Figura 5 (Cruz et al., 2017). Las estrategias
quimicas son poco utilizadas debido a la inestabilidad de estas moléculas a altas
temperaturas y en ambientes alcalinos. Al mismo tiempo, la alternativa enzimatica
(usando lipasa como biocatalizador) tiene muchas ventajas: condiciones de reaccion

suaves, selectividad, reduccion de subproductos, menos pasos de purificacion, y

18



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

también permite implementar procesos mas respetuosos con el medio ambiente de

acuerdo con esta nueva era de la quimica verde (Durand et al., 2015).
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Figura 5. Representacion esquematica de la lipofilizacion de malvidina-3-glucésido con
diferentes acidos grasos por catalisis enzimatica con lipasa B de Candida antarctica.

IX.  JUSTIFICACION

La presente investigacion se enfocd a la valorizacion de la cascara de granada
mediante un método de extraccion verde, mediante el uso de solventes eutécticos
profundos para la obtencion de elagitaninos totales y la utilizacion de este tipo de
solvente como medio para la lipofilizacion enzimatica para mejorar la solubilidad de
las moléculas empleando técnicas verdes que tienen un minimo impacto ambiental y
que son de creciente interés para la industria por ser alternativas sustentables que
ademas de ayudar a disponer de los residuos agroindustriales representan menores

costos de proceso, tiempo y ahorro de energia.
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X. HIPOTESIS

La lipofilizacion enzimatica de elagitaninos totales extraidos de cascara de granada

utilizando como medio de reaccion solvente eutéctico profundo, cambiara la
polaridad de los mismos.

Xl.  OBJETIVOS

11.1 Objetivo general
Obtener elagitaninos totales de la cascara de granada enzimaticamente modificados.

11.2 Objetivos especificos

e Implementar el uso de solventes eutécticos profundos en la extraccion de
elagitaninos totales.

e Evaluar el rendimiento de extraccion mediante espectrofotometria.
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Xll.  MATERIALES Y METODOS

12.1 Disefio experimental

Se clasificaron los solventes DES en tres grupos o sistemas (51, S2 y S3), en funcion
de su polaridad, S1 sistema muy polar, S2 sistema medianamente polar y S3 sistema
apolar.

Granada

S1
ChCl: acido citrico
ChCl: acido malico
ChCl: acido tartarico .
Cascara

S2

. Solventes
ChCl: Glucosa eutécticos Extraccion con
. Etapa 1
profundos ultrasonido

S3 . Evaluacion de
ChCl: Urea: glicerol Elagitaninos totales

ChCl: glicerol

Cuantificacion por Etapa 2
espectrofotometria

Lipofilizacion enzimatica
en medio DES

Figura 6. Estrategia experimental

12.2 Materiales y equipo

Los reactivos fueron:
e Cloruro de colina CsH14CINO (298 %, SIGMA ALDRICH)
e Acido citrico C¢HsO7*
e Acido tartarico C4HsO¢*

e Acido malico C4HeOs *
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Glucosa C¢H1206 de SIGMA ALDRICH

Urea (Laboratorio de micologia FCQ UACH)

Glicerol C3HsOs "

Buffer de pH de 4,7 y 10 Laboratorio de alimentos FCQ UACH

*Reactivos de Distribuidora REMEKE (Chihuahua, Chih)

Agua destilada

Etanol (J.T. Baker)

Acido acético (J.T. Baker)

Acido elagico (Sigma Aldrich)

Acido hexanoico (Sigma Aldrich)

Octanol (Sigma Aldrich)

Metanol (J.T. Baker)

Cloroformo (Golden bell reactivos)

Acetato de etilo (Golden bell reactivos)
Cristales de yodo (Jalmek)

Placas cromatograficas de silica gel 60 F254 (MERCK)
Lipasa B de Candida antdrctica (Sigma Aldrich)

Equipos:

Balanza analitica (marca OHAUS)

Parrilla de calentamiento con agitacion thermo scientific
Desecador

Potenciémetro HANNA edge H12020-01

Bano ultrasonido Fisher Scientific 15337417 110W 40 KHZ +6
Centrifuga Eppendorf centrifuge

Licuadora marca OSTER

Espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS
Incubadora con agitador orbital (MRC)

Programa Win Lab
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e Programa Minitab 2018

12.3 Materia vegetal

Granada de la variedad Wonderful obtenida de un supermercado local (Chihuahua,
México), se lavo con agua destilada y se pelé6 manualmente la cascara y se guardo en

congelacion hasta la extraccion.

12.4 Preparacion de Mezclas de solventes tipo DES

Previamente los reactivos se secaron en el desecador 24 horas antes de su uso.
Para obtener las mezclas eutécticas se mezclo el cloruro de colina con el donante de

enlace hidrogeno en las proporciones que a continuacion se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Proporciones molares de los DES utilizados en este estudio.

Sal Aceptor de Donante de Proporcion Codigo Sistema
enlace enlace
hidrégeno hidrégeno
ChCl Acido citrico 1:1 DES1 S1
ChCl Acido malico 1:1 DES2 S1
ChCl Acido tartarico 1:1 DES3 S1
ChCl Glucosa 1:1 DES4 S2
ChCl Glicerol 1:1 DES5 S3
ChCl Urea:Glicerol 1:1:1 DES6 S3

Una vez mezclados completamente se mantuvieron en constante agitacion a una
temperatura de 80°C de 2 a 4 horas hasta la aparicion de un liquido transparente, y
se agrego el 30% de agua para cada DES, se les hizo la medicion de pH para finalmente

guardarlos en un frasco ambar con tapa a temperatura ambiente.
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12.5 Extraccion con solventes tipo DES

Se trituro la cascara en la licuadora y se peso 1g de cascara en un vaso de precipitado
de 50 ml (Todos los solventes DES se hacen por triplicado incluyendo los controles
Etanol y agua). Se anadieron 10 ml de solvente (Relacion cascara solvente 1:10) y se
cubrié la boca del vaso de precipitado con parafilm, se pusieron las muestras en el
bano ultrasonido asegurandose de que el nivel de agua cubriera completamente la
solucion y se agrego hielo al bafo para mantener la temperatura. El bafo ultrasonido
se programé para un tiempo de 10 minutos., una vez cumplido este tiempo se
retiraron las muestras del baio y se colaron, el liquido sobrante se depositd en un
tubo falcon. Una vez coladas las muestras, se centrifugd a 5000 rpm por 10 minutos.
Las muestras se filtraron con filtro whatman #40 con el fin de obtener un liquido sin
materia vegetal y finalmente se guardaron en congelacion a -4°C hasta su uso

posterior.

12.6 Cuantificacion de elagitaninos totales por espectrofotometria
12.6.1 Curva de calibracion de acido elagico

Se determind de curva de calibracion de acido elagico a partir de una solucion madre
de 1000 ppm de acido elagico y a partir de la solucion madre de 1000 ppm de acido
elagico se preparan soluciones de 20 ppm, 40 ppm, 60 ppm, 80 ppm,100 ppm. Se
midieron absorbancias de cada solucion a 378 nm para posteriormente construir la

curva y calcular la ecuacion de la recta.

12.6.2 Cuantificacion de elagitaninos totales
Se diluyo el extracto 25 veces o 50 veces (en agua) segun sea el caso. (1mly aforar a
25 ml en matraz aforado), se midi6 la absorbancia a 378 nm en espectrofotometro y
se registraron las mediciones de absorbancia para cada uno de los DES y los controles.
Se calculd la concentracion de elagitaninos totales de cada muestra y se realizo el
analisis estadistico ANOVA y TUKEY.
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12.7 Lipofilizaciéon enzimatica

Se siguid el procedimiento de Durand, 2013 modificado.

Los ensayos se llevaron a cabo en frascos herméticamente sellados los cuales
contenian 1 ml de DES (ChCl: urea: glicerol y ChCl:glicerol), los cuales contenian 1.44
x 10% mol y 1.46 x 10* mol equivalentes de acido elagico respectivamente). Se
hicieron tres repeticiones de controles (DES sin enzima con alcohol graso y acido
graso), DES con enzima y acido hexanoico/octanol. Para la muestra de ChCl: glicerol
la cual contenia en 1 ml; 1.46 x 104 moles de equivalentes de acido elagico, se anadio
8.76 x 10“moles de acido hexandico y al otro frasco de reaccion se anadieron 8.76 x
10“moles de octanol (el acido hexandico y octanol estan en moles equivalentes de
acido elagico). Para la muestra de ChCl: urea: glicerol la cual contenia en 1 ml; 1.44
x 104 moles de equivalentes de acido elagico, se anadio 8.64 x 104 mol de acido
hexanoico, para la otra muestra de reaccion se afadieron 8.64 x 104 mol de octanol
(siguiendo lo establecido por Durand,2013). La reaccion se inici6 anadiendo 150 mg
de enzima (Lipasa B de Candida antdrctica), luego la reaccion se mantuvo en
constante agitacion a 200 rpm a 60°C por 72 horas. La reaccion fue monitoreada por
cromatografia de capa fina. Se utilizaron para la reaccion de lipofilizacion los DES a

base de glicerol, los cuales resultaron mejor en la extraccion de elagitaninos totales.

XIll. RESULTADOS Y DISCUSION

13.1 Rendimiento y seleccion del mejor solvente eutéctico profundo para
extraccion de elagitaninos totales.

Los resultados de la extraccion con solventes tipo DES con ultrasonido se muestran

en la Tabla 2, con la media de sus valores y su desviacion estandar.
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Tabla 2. Rendimiento de extraccidn con solventes eutécticos. En g de equiv. Acido elagico por 100 g

de muestra de cascara de granada en base himeda para diferentes sistemas DES.

DES Concentracion g equivalentes acido
elagico por 100 g de muestra

ChCl: urea: glicerol S3 4.37376238+0.0517416*

ChCl: glicerol S3 4.2754125+0.12358448
ChCl: acido tartarico S1 4.116667+0.1648346BC
ChCl: glucosa 52 3.863036+0.1084897¢
ChCl: acido citrico $1 2.161964+0.0230029°
ChCl: acido malico S1 1.954373+0.1498587°
CT Etanol 2.07392739+0.04912°

CT Agua acida 2% 4.05924092+0.03935675¢

Los valores presentados son las medias de 3 réplicas + desviacion estandar. Las medias por fila
con letras diferentes presentan diferencia significativa, prueba de Tukey ( p < 0.05). Orden de
mayor a menor extraccion, con los controles etanol y agua al final.

El sistema 3 (ChCl: urea: glicerol y ChCl: glicerol) y el sistema 1 (ChCl: acido tartarico)
fueron los sistemas y mezclas que presentaron mayor rendimiento de gramos de
equivalentes acido elagico en 100 g de muestra, no hubo diferencia estadisticamente
significativa entre los sistemas, por lo que cualquiera se puede utilizar para la
extraccion de elagitaninos totales de la cascara de granada. Comparando la
extraccion utilizando solventes eutécticos y el etanol como solvente convencional,
se obtuvo un menor rendimiento utilizando etanol en comparacion con los sistemas
de los cuales se obtuvo mayor rendimiento, esto es positivo ya que estos solventes
eutécticos representan una opcion o alternativa al uso de solventes organicos, para
asi tener un proceso verde, que sea amigable con el ambiente, sin ser toxico y
biodegradable.

La extraccion utilizando DES en cascara de granada se llevd a cabo en otro estudio
(Rajha et al., 2019), donde utilizaron 8 diferentes DES, entre los principales
resultados obtuvieron que el DES-3 compuesto por glicerol: glicina 3:1 fue el que

presentd mejor rendimiento de extraccion con 114 mg/g materia seca de polifenoles
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con la técnica de ultrasonido, y compararon este tipo de solventes contra un solvente
convencional, el etanol, obteniéndose rendimientos mayores. Aunque no se puede
hacer una comparacion de resultados con esta investigacion debido a que se utilizaron
DES diferentes y condiciones de extraccion, asi como también las variedades de
granada que se utilizaron fueron diferentes en los estudios; sin embargo, podemos
resaltar al glicerol como componente de las mezclas en ambos estudios donde se
obtuvieron altos rendimientos, en nuestro estudio la mezcla del sistema de solventes
3 esta compuesta por ChCl: glicerol y ChCl: urea: glicerol, los cuales contienen
glicerol como compuesto en comun el cual es catalogado como un poliol (Figura 7),

los polioles son alcoholes con mas de dos grupos hidroxilo.

HO OH

OH

Figura 7. Glicerol

Los disolventes formados por polialcohol (glicerol) tienen menor viscosidad en
comparacion con los formados por acido o azlcar, en ese orden porque las moléculas
mas pequenas como el polialcohol, proporcionan interacciones moleculares mas
débiles (Dai et al., 2013), la viscosidad baja de estas mezclas DES conduce a un
aumento de la difusividad, lo que puede ser factor importante para mejorar la
eficacia de extraccion. En comparacion con el sistema de solventes 1 (ChCl: acido
tartarico), el cual esta compuesto por el acido tartarico, un acido organico
polifuncional, cuyo grupo funcional principal es el carboxilo, contiene dos grupos
carboxilicos y dos grupos alcohol en una cadena de hidrocarburo lineal y es

considerado un acido débil (Figura 8).
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OH
HO
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Figura 8. Acido tartarico

Como se puede observar en la figura 9, no hubo diferencia significativa entre estos
sistemas de solventes y el rendimiento que tuvieron se podria atribuir a que estos
presentaron una viscosidad menor en comparacion con los demas solventes, la alta
viscosidad es una de las limitantes en la aplicacion de estos ya que limita la
transferencia de masa entre la muestra y la fase de extraccion (Dai et al., 2015). Los
disolventes con grupos carboxilicos como el acido citrico ( tres grupos carboxilicos)

son mas viscosos debido al aumento de las fuerzas intermoleculares (Savi et al., 2019)

La alta viscosidad de las mezclas DES se disminuyo agregando el 30% de agua a la
mezcla, resultando favorablemente para el manejo de la misma en el proceso de
extraccion. El contenido de agua en el DES ademas de disminuir la viscosidad,
promueve la transferencia de masa, promueve la eficiencia de extraccion, cambia la
polaridad del DES, si esta se agrega en proporciones del 20-30%, si se agrega mas de
esta cantidad puede resultar negativo ya que puede generar la interrupcion de los
enlaces hidrogeno entre los componentes del DES y limita las interacciones de
hidrogeno entre los compuestos fenolicos y el DES, lo cual no favorece la extraccion
(Vilkova et al., 2020).
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Concentracion de Elagitaninos totales
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Figura 9. Concentracion de elagitaninos totales. Concentracion en gramos de equivalente de
acido elagico por 100 g de muestra de acuerdo a la extraccioén asistida con ultrasonido. Cada
barra representa la media de cada DES por triplicado n=3. Andlisis estadistico mediante
ANOVA de un solo factor y analisis de medias por el método de Tukey para identificar los DES
diferentes. Las medias que no comparten una letra son significativamente distintas (P < 0.05).

Segun lo que dice la literatura respecto a los DES y la extraccion se menciona que los
DES a base de acidos organicos son mas polares, seguido de los de base amino-azucar
y por ultimo los DES a base de polialcoholes, los cuales son menos polares (Bosiljkov
et al., 2017; Radosevic et al., 2016) por lo que la polaridad esta relacionada con la
eficiencia de extraccion siendo los mas polares los que mejor rendimiento
presentarian, el DES a base de acido organico que resulto tener el mejor rendimiento
fue el DES conformado por acido tartarico, este DES con grupos carboxilico extrajo
una mayor cantidad de polifenoles respecto al acido citrico y acido malico, puede
deberse a que este presentaba una viscosidad baja en comparacion con los otros
acidos y debido a su estructura compuesta por grupos carboxilo, se puede decir que

interactué mas fuertemente con los polifenoles formando enlaces hidrogeno.
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Esto sugiere que los DES con estructuras cortas o pequenas de tipo poliol o acido
policarboxilico interactian mas facilmente con los compuestos fenolicos objetivo que
los DES con estructuras grandes. Esto indicaria que la eficiencia de extraccion de los
compuestos fenolicos objetivo se ve afectada por el obstaculo estérico alrededor del

donante de enlace hidrégeno en los DES a base de ChCl (Fu et al., 2017).

El hecho de que los DES a base de glicerol mostré eficiencias mucho mas altas que
los otros solventes, evidenciaron que su polaridad coincidia mejor con la de los
constituyentes polifenolicos presentes en la cascara de granada. Dado que no existe
un Unico parametro fisico asociado con las interacciones soluto-disolvente a nivel
molecular, la evaluacion de la polaridad del disolvente debe basarse en las respuestas
de los solutos que tienen amplia variedad de funcionalidades. La cascara contiene
una amplia variedad de polifenoles, derivados del acido fenodlico, flavonoides,

antocianinas, taninos hidrolizables (Pandey et al., 2014).

La polaridad de los DES indica que puede que no sea el parametro que defina la
capacidad de extraccion de las mezclas eutécticas, sino que también deben de
tenerse en cuenta otras propiedades, incluida la viscosidad. Se debe enfatizar que la
polaridad puede regularse mediante la combinacion con agua; si se conoce la
naturaleza de los polifenoles a extraer, el contenido de agua podria optimizarse.
También otro factor a considerar sobre la capacidad de extraccion puede ser el papel
de la relacion HBD: HBA, como en el caso de un estudio donde aumentaron la
proporcion molar de cloruro de colina glicerol de 1:2 a 1:4, obteniendo una

recuperacion de catequina significativa (Zhang et al., 2014).

Otro factor que se tendria que considerar es el pH de los disolventes DES en la
extraccion. El pH varia en funcion de los componentes del disolvente. En general, los
disolventes eutécticos profundos de base acida (pH bajo), presentan una excelente
propiedad de disolucion debido a la capacidad de donar protones y aceptar

electrones, y pueden utilizarse para recuperar compuestos de baja polaridad como
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la catequina, asi como compuestos polares como las antocianinas (Bosiljkov et al.,
2017). Por otro lado, los DES constituidos por polialcoholes como el 1,2-
propilenglicol, con pH neutro, presentan una alta capacidad de extraccion de acido
fenolico. Los DES constituidos por componentes azlcar, también con pH neutro,
presentan una alta recuperacion de flavonoides (lvanovi¢ et al., 2018). Asi que
ademas de la viscosidad y la polaridad, también se debe de tomar en cuenta el pH y
las estructuras quimicas tanto del DES como de el o los compuestos objetivo que se

quieren extraer.

Mouratoglou y colaboradores utilizaron DES a base de cloruro de colina y glicerol
donde obtuvieron mayor eficiencia de extraccion de compuestos fenolicos a partir de
diferentes residuos agroindustriales con respecto a etanol acuoso, obteniendo un
total de 53.76 mg EAG g™" muestra seca @ partir de cascara de limon, y con etanol acuoso
27.08 mg EAG g'" muestra seca (Mouratoglou et al., 2016).

En otro estudio se comenta que también tiene que ver el método de extraccion, se
comparo la extraccion con temperatura 60°C, temperatura ambiente y extraccion
con ultrasonido donde a temperatura de 60°C con agitacion dio resultados mas altos
de flavonoides en comparacion con las otras dos técnicas, asi mismo probaron
diferentes radios de ChCl/HBD donde se seleccioné una relacion molar de 1:5
mol/mol (Bi et al., 2013).

Se tienen que tomar en cuenta las propiedades fisicoquimicas de los DES ya que son
factores que afectan la eficacia de extraccion, ademas se debe de tomar en cuenta
la estructura de los polifenoles para en base a ellos poder elegir el mejor DES para la
extraccion, y tomar en cuenta el proceso y condiciones para la obtencion de los

compuestos bioactivos y optimizarlos.
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Control ChCl:
urea: glicerol
ChCl: urea:
glicerol
Lavado de la
enzima
Control ChCl:
urea: glicerol
ChCl: urea:
glicerol
Lavado de la
enzima
Control ChCl:
glicerol
ChCl: glicerol
Lavado de la

enzima

13.2Lipofilizacion de elagitaninos totales

Tabla 3. Sistemas de reaccion utilizados para la lipofilizacion.

32

Se utilizaron los DES a base de glicerol que corresponden al sistema 3 (apolar) para
llevar a cabo las reacciones de lipofilizacion, se utilizé octanol y acido hexandico
como cadena alifatica para determinar cual es mejor para la reaccion enzimatica,
cada prueba se hizo por triplicado para posteriormente hacer cromatografia de capa

fina en la cual se utilizaron como solventes de elucion metanol y agua acida al 2%.

Octanol

Octanol

X
Acido
hexanoico
Acido
hexanoico

X

Octanol

Octanol
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(Continuacion) )
10 Control ChCl: Acido
. X v ..
glicerol hexanoico
11 ChCl: glicerol Acido
v X .
hexanoico
12 Lavado de la
enzima X X X

Se realizo un analisis ANOVA y prueba de Tukey para comparar los diferentes sistemas
de reaccion y se utilizé la cromatografia en capa fina con el fin de monitorear la
reaccion en tres diferentes eluyentes (metanol, etanol y agua) a través de sus frentes

de referencia y se obtuvieron los siguientes resultados:
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Sistemas de reacciéon

Figura 10. Grafico de los diferentes sistemas de reaccion empleados y sus frentes de referencia.
Cada barra representa la media de cada sistema de reaccion por triplicado n=3. Analisis estadistico
mediante ANOVA de un solo factor y analisis de medias por el método de Tukey para identificar los
sistemas de reaccion diferentes. Las medias que no comparten una letra son significativamente
distintas (P < 0.05). (Eluyente utilizado en la capa fina: Metanol)
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Se llevaron a cabo varias pruebas para poder revelar la capa fina, primero se utilizé
como eluyente una mezcla de cloroformo: metanol, acetato de etilo, cloroformo, no
se obtuvieron buenos resultados debido a que con estos solventes no se alcanzaba a
ver ningun cambio en la migraciéon de las moléculas, por lo que se decididé utilizar
metanol, etanol y agua.

La figura 10 nos muestra que no hubo diferencia significativa entre los controles y las
muestras, excepto para los lavados los cuales fueron significativamente diferentes a

los controles de cada sistema de reaccion.
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Figura 11. Grafico de los diferentes sistemas de reaccion empleados y sus frentes de referencia. Cada
barra representa la media de cada sistema de reaccion por triplicado n=3. Analisis estadistico mediante
ANOVA de un solo factor y analisis de medias por el método de Tukey para identificar los sistemas de
reaccion diferentes. Las medias que no comparten una letra son significativamente distintas (P < 0.05).
(Eluyente utilizado en la capa fina: Agua).
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En la figura 11 podemos observar que no hay diferencia significativa entre los

diferentes controles y los sistemas, es decir todos se comportan igual.
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Sistemas de reaccion

Figura 12. Grafico de los diferentes sistemas de reaccion empleados y sus frentes de referencia. Cada
barra representa la media de cada sistema de reaccion por triplicado n=3. Analisis estadistico mediante
ANOVA de un solo factor y analisis de medias por el método de Tukey para identificar los sistemas de
reaccion diferentes. Las medias que no comparten una letra son significativamente distintas (P < 0.05).
(Eluyente utilizado en la capa fina: Etanol).

Al igual que en los demas analisis estadisticos la figura 12 muestra que no hay
diferencia significativa entre controles y muestras con la enzima, aun utilizando
diferentes longitudes de cadena tanto de acido hexanoico y octanol, lo que llama la
atencion es que en todos los sistemas de reaccion los lavados resultaron ser
estadisticamente diferentes a los controles y reacciones con lipasa, esto podria
indicar que la reaccion se saturd y al hacer los lavados con metanol algunas moléculas
0 compuestos que interferian se descartaron, quedando un complejo mas puro.

A continuacion, se muestran algunas imagenes de las diferentes reacciones en la

placa cromatografica donde se puede apreciar que en efecto si existe algin complejo
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de moléculas o compuestos los cuales se puede notar que migraron a través de la
placa al tenirla con cristales de yodo.

R .

g ~
1)Control de DES ChCl: & -
urea: glicerol y octanol = §
2)DES ChCl: urea: A S
glicerol- enzima- octanol Vv =
3)Lavado de enzima =

1.

7)Control DES ChCl:
glicerol- octanol

8) DES ChCl: glicerol-
enzima- octanol

9) Lavado de la enzima

Figura 13. Placas cromatograficas de capa fina utilizando como eluyente metanol.
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Figura 14. Placas cromatograficas de capa fina utilizando como eluyente metanol y
etanol.
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Agua 4cida 2% I B B E i ! - 3
n — !
& 2 8 2 8
S o <] o o 3
1)Control de DES ChCl: [ E & S
urea: glicerol y octanol
2)DES ChCl: urea: ’ B s 2 S
glicerol- enzima- octanol I i &
3)Lavado de enzima w =

a

Agua 4cida 2% 7o YV ; 3 2

5
4. s 5 5
~ ~ o~
4)Control DES ChCl: urea: ‘ a 8 o = © @
glicerol- 4cido hexanéico 5= = e s g
5) DES ChCl: urea: & 5 = I
glicerol- enzima- acido = o [ fre soe g
hexanéico # © o
6)Lavado de enzima ' = S &
e
w

Figura 15. Placas cromatograficas de capa fina utilizando como eluyente agua acida
al 2%.

Como se puede observar en las figuras anteriores, se alcanza a observar como los
compuestos o moléculas migran a través de la placa, siendo unos mas polares que
otros.

Estadisticamente no hay diferencia entre controles y sistemas de reaccion en acido
hexanoico y octanol, si hay compuestos en la muestra, pero no se sabe que son. La
cromatografia en capa fina es una técnica util para la separacion e identificacion de
compuestos fendlicos y su comparacion con el comportamiento de patrones. No
obstante, las conclusiones que se obtienen con esta técnica, no pueden considerarse
como definitivas, sino simplemente como apoyo a otras técnicas (Arias-Camison,
1994). En este caso se tendria que hacer uso de técnicas como HPLC para saber que
moléculas o compuestos conforman las mezclas de reaccion y en base a ello poder

decidir sobre la forma en que se podria trabajar o modificar la reaccion.
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Los sistemas de reaccion utilizados estan formados por o son resultado de la
extraccion de elagitaninos totales, es decir estan compuestas por un consorcio de
moléculas que no estan identificadas por otro método analitico.

La lipofilizacién de estas moléculas no sucedid, esto se puede atribuir a ciertos
factores los cuales podrian ser que no se tenia un extracto puro con la molécula o
compuesto objetivo para lipofilizar, el pH, temperatura, la naturaleza de los
sustratos, el agua, todos estos implicados en la reaccion.

El pH puede afectar el estado de ionizacion basica o acida de los aminoacidos de las
cadenas laterales de la enzima lo cual provoca que la forma de la proteina se altere
lo que da como resultado que pueda perder actividad o volverse inactiva (Gonzalez
Bacerio et al., 2010). Estos cambios de pH pueden deformar la enzima y cambiar sus
propiedades de forma que el sustrato ya no puede unirse al sitio activo. La
temperatura del sistema, los enlaces hidrogeno de baja energia que intervienen en
la conservacion de la estructura y la formacion de complejos sustrato-enzima, se ven
favorecidos a bajas temperaturas pueden volverse fragiles al aumentar la
temperatura. Al aumentar la temperatura del sistema también aumenta la energia
interna de las moléculas al igual que la energia implicada en los enlaces quimicos
inter e intramoleculares, lo que hace que la energia potencial quimica aumente lo
que provoca la ruptura de enlaces débiles que determinan la estructura de la proteina
activa, y da como resultado la desnaturalizacion de la proteina y, por tanto, su
inactivacion. Al ser inactiva la enzima no se pueden llevar a cabo las reacciones
(Gupta et al., 2004).

La naturaleza de los sustratos también tiene un efecto en la reactividad y actividad
de la enzima. La naturaleza quimica de el donante de acilo también puede influir en
la eficacia de la reaccion. Por ejemplo, el uso de un acido graso donante de acilo en
un proceso de esterificacion directa dara lugar a la formacion de agua y esta agua
liberada durante la reaccion sera un nuevo sustrato nucledfilo potencial para la
lipasa, y en este sentido, participara en la reversibilidad de la reaccion. Un
alternativa para eliminar el agua formada es el uso de tamices moleculares
(Villeneuve, 2007).
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Se pueden utilizar otros donantes de acilo, como los ésteres de metilo o etilo. El uso
de tales ésteres es mas ventajoso en comparacion con los acidos grasos libres, ya que
la eliminacion de alcoholes formados es térmicamente mas facil que la eliminacion

del agua, también se pueden utilizar donantes de acilo del tipo vinilo.

Investigadores como Durand han llevado a cabo este tipo de reacciones modelo
(Catalisis del laurato de vinilo) con alcoholes primarios de diferentes longitudes de
cadena, utilizando el éster de vinilo como donante acilo y una forma de evaluar las
actividades de la lipasa en solventes eutécticos profundos donde describen que en
este tipo de solventes el donante de enlace hidrogeno desempena un papel de
nucleodfilo o de donante de acilo y compite con uno de los sustratos de reaccion,
siendo este uno de los parametros mas importante para la validacion de un solvente
eutéctico como medio para reacciones catalizadas por la lipasa. En ese estudio
determinaron que hacer una molienda previa del catalizador era factible para
obtener una cinética rapida y con resultados reproducibles, como se sabe los
solventes eutécticos profundos son viscosos y esta propiedad influye en la
transferencia de masa, lo que dificulta la homogeneizacion del medio con un
catalizador no molido (Durand, 2013).

En esa misma investigacion se llevo a cabo la alcohélisis del p-cumarato de metilo en
los diferentes solventes eutécticos, al final de la reaccion obtuvieron una conversion
casi nula, sin formacion del derivado lipofilico, y dedujeron que el p-cumarato se
asocio a la red de enlaces hidrogeno de el solvente eutéctico ya que estos presentan
propiedades de solvatacion fuertemente influenciadas por enlaces hidrogeno y da
lugar a una alta afinidad por compuestos que donan electrones o protones y el p-
cumarato siendo un compuesto fenoélico que contiene un anillo aromatico sustituido
con diferentes grupos funcionales los cuales establecen enlaces de hidrogeno
intermoleculares con el solvente, por lo cual siendo esta asociacion tan fuerte que
apenas esta disponible para la reaccion. Concluyeron que era necesario la adicion de

un co-solvente (agua) para poder reducir la interaccion entre el solvente eutéctico y
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el sustrato, haciéndolo mas disponible para la reaccion. Lo cual resultd en un

aumento significativo de la tasa de conversion.

En la investigacion anterior se sintetizaron derivados lipofilicos de acido ferulico y
cumarico de C4 a Ci6 (cadena alifatica) en altos rendimientos (Durand et al., 2012;
Durand et al., 2013).

Los factores anteriores descritos pudieron haber afectado nuestros sistemas de
reaccion. El dominio y la comprension de estos parametros son necesarios para la
optimizacion de la catalisis enzimatica. Se tienen que tomar en cuenta varios factores
desde el momento de la sintesis del solvente eutéctico hasta las condiciones de

reaccion de la lipasa en este tipo de medios.

Otros autores han reportado la lipofilizacion enzimatica con gran éxito, como el caso
de otros polifenoles (definidina 3-0-sambubiosido) el cual fue esterificado con acido
octandico utilizando la lipasa B de Candida antdrctica, obteniendo un compuesto con
diferente lipofilicidad ademas de muy estable lo cual amplia su campo de aplicacion

a otro sectores (Marquez-Rodriguez et al., 2021)

XIV. CONCLUSION

La cascara de granada es una fuente importante de compuestos fenolicos

(Elagitaninos totales).

El sistema de solventes S3 (ChCl: urea: glicerol y ChCl: glicerol) mostraron mayor

rendimiento en la extraccion de elagitaninos totales. En segundo lugar, el sistema de
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solventes S1 (ChCl: acido tartarico), ambos sistemas mostraron mejores rendimientos

que el etanol (solvente convencional).

La extraccion asistida con ultrasonido en combinacion con los solventes eutécticos
profundos mejoro el proceso de extraccion, ya que se utilizaron cortos tiempos de

extraccion, se ahorraron grandes cantidades de solvente y se ahorro energia.

Las tecnologias VERDES como los solventes eutécticos profundos y ultrasonido son
mas amigables con el medio ambiente, son biodegradables, no toxicas, de facil

operacion en comparacion con técnicas convencionales.

No fue viable la lipofilizacion enzimatica de elagitaninos totales de la cascara de
granada debido a que todos los sistemas de reaccion no mostraron diferencia
significativa entre ellos, es decir se comportaron igual agregando la enzima asi como
no agregando enzima al sistema se esperaba que en las placas cromatograficas se
visualizara alglin cambio en la migracion de las moléculas implicadas, por lo cual se
recomienda la utilizacion de equipos mas especializados para poder identificar los
compuestos que forman parte de la mezcla de reaccion y poder monitorear paso a

paso lo que ocurre para asi darnos una idea de el progreso de la reaccion.

XV. ESTUDIOS PROSPECTIVOS

En base a los resultados obtenidos se recomienda optimizar los diferentes factores
de extraccion con las mezclas eutécticas, probando y comparando desde la
proporcion molar de los solventes, la cantidad de agua, los tiempos de extraccion, la
temperatura, para poder optimizar estos parametros y tener al final un proceso fijo

que nos ayude a obtener los compuestos objetivo que se planeen extraer.

41



FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

Se recomienda optimizar la reaccion de lipofilizacién en medio no acuoso y tomar en
cuenta los factores ya antes mencionados, asi mismo identificar los compuestos que

forman parte de los sistemas de reaccion.
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XVII. ANEXO I
17.1 Solventes eutécticos profundos preparados

Figura 16. Mezclas DES preparadas. a) ChCl: acido malico 1:1, ChCl: acido citrico
1:1, b) ChCl: acido malico mezcla pastosa, c) y d) ChCl: glicerol 1:2 y ChCl:
glucosa 1:1 mezclas liquidas con agua.

17.2Curva estandar de acido elagico

Se obtuvo una curva de calibracion con estandar de acido elagico a concentraciones
de 20, 40, 60,80 y 100 ppm, a una absorbancia de 378 nm. La curva y la ecuacion de
la misma, se muestran en la figura 8.
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Figura 17. Curva de calibracién de acido elagico

La curva de calibracion se determind y en base a ella se calcularon las
concentraciones para experimentos de extraccion para cada DES usando la ecuacion
de la recta para determinar concentraciones. El R? (Coeficiente de correlacion) se
puede observar se ajusta al modelo obtenido a la variable que se pretende explicar
que es la concentracion en ppm(mg/L); dando un valor de 98%.

17.3 Cromatografia de capa fina

1.

2.

(8]

Cortar las placas cromatograficas con mucho cuidado de una medida
aproximada de 10 cm de largo por 6 cm de ancho.

Tomar con un capilar un poco de la muestra de reaccion y depositar la muestra
en la placa cromatografica cuidando dejar espacio entre muestras.

. Una vez depositada la muestra, se pone la placa cromatografica en el vaso de

precipitado que contiene el solvente de nuestra eleccion cuidando que el
solvente quede por debajo de donde depositamos la muestra.

Dejamos la placa de forma vertical y tapamos el vaso de precipitado con un
vidrio de reloj para evitar la evaporacion del solvente.

. Después de unos minutos sacamos la placa y la dejamos secar.

Revelar la placa poniendo cristales de yodo en un vaso de precipitado y taparlo
para que se llene de vapores el vaso y colocar la placa dentro del vaso.

. Calcular los frentes de referencia de los compuestos que se tifieron.

Distancia que recorre la muestra

T == , .
Distancia que recorre el disolvente
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