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RESUMEN

México es el segundo productor agricola de chile a nivel mundial, por consiguiente su
modelo de produccion intensiva genera grandes cantidades de biomasa (hojas, tallos, semillas,
raices y frutos de desecho), la cual si no se trata de forma sustentable puede impactar de forma
negativa al medio ambiente. Esta biomasa contiene cantidades importantes de compuestos
benéficos para la salud humana. Para extraer estos compuestos en un marco de sustentabilidad es
necesario el uso de tecnologias alternativas que se apeguen a los principios de la quimica verde,
como los disolventes eutécticos profundos (DES). Los DES son disolventes que ademas de ser
biodegradables, presentan baja toxicidad y bajo impacto ambiental, por lo que representan una
alternativa viable para la extracciéon de fitoquimicos de biomasas agricolas. El objetivo de la
presente investigacion fue optimizar la extraccién de flavonoides con actividad antioxidante de
biomasa agricola (tallos y hojas) de pimiento morrén, mediante DES asistidos de ultrasonido. Para
esto se sintetizaron y evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas (pH, densidad, viscosidad,
miscibilidad, conductividad eléctrica) y espectroscépicas (FTIR) de varios DES basados en cloruro
de colina (ChClI); se identificaron los fitoquimicos presentes en la biomasa de pimiento morrén por
medio de pruebas colorimétricas y se optimizo la extraccion de flavonoides totales, quercetina 3-
O-ramnosido y luteolina 7-O-glicésido mediante un disefio central compuesto rotable. Para
cuantificar ambos metabolitos se us6 UPLC-ESI-MS/MS, mientras que para evaluar el potencial
antioxidante in vitro del extracto optimizado se usaron pruebas colorimétricas (ABTS, DPPH,
ORAC y FRAP). Los DES presentaron propiedades tanto fisicoquimicas como espectroscopicas
caracteristicas, producto de la formacion de enlaces de hidrégeno entre sus componentes. EI DES
con mayor capacidad de extraccion de flavonoides fue ChCl/1,6 hexanediol 1:1 molar, con 906.05
+ 3.39 mg EQ/100 g de BS (base seca), siendo superior a los controles con disolventes
convencionales. Asi mismo se logré optimizar el tiempo (35.30 seg) y potencia del ultrasonido
(74.89 %), obteniendo 14.54 + 0.49 y 14.14 + 0.16 ug/g BS de quercetina 3-O-ramndsido y
luteolina 7-O-glicosido, respectivamente, los cuales mostraron tener capacidad antioxidante. La
biomasa de pimiento morrén es fuente de flavonoides antioxidantes, por lo que es posible
recuperarlos con DES, los cuales son superiores a los disolventes convencionales en cuanto a
capacidad de extraccion.

Palabras clave: Fitoquimicos, Disolventes Eutécticos Profundos, Flavonoides, Antioxidantes.
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ABSTRACT

Mexico is the second agricultural producer of chili worldwide, therefore its intensive
production model generates a significant amount of biomass (leaves, stems, seeds, roots, and waste
fruits), which if not treated sustainably can negatively impact the environment. This biomass
contains large amounts of beneficial compounds for human health. To extract these compounds
within a sustainable framework, it is necessary to use alternative technologies that adhere to green
chemistry principles such as deep eutectic solvents (DES). DES are type of solvent that, in addition
to being biodegradable, have low toxicity and low environmental impact, so they represent a viable
alternative extraction of phytochemicals from agricultural biomass. The objective of this research
was to optimize the extraction process of flavonoids with antioxidant activity from agricultural
biomass (leaves and stems) of bell pepper, utilizing ultrasound-assisted DES. For this, the various
choline chloride (ChCl)-based DES were synthesized and their physicochemical (pH, density,
viscosity, electrical conductivity) and spectroscopic (FTIR) characteristics were evaluated. The
phytochemicals present in the biomass of bell pepper were identified and the extraction of quercetin
3-O-rhamnoside and luteolin 7-O-glucoside was optimized by employing a central rotating
compound design. UPLC-ESI-MS/MS was used to quantify both metabolites. To evaluate the
antioxidant potential of the optimized extract, colorimetric tests (ABTS, DPPH, ORAC, and FRAP)
were used. The DES exhibited characteristic physicochemical and spectroscopic properties as a
result of hydrogen bond formation between their components. DES with the highest flavonoid
extraction capacity was ChCI/1.6 hexanediol 1:1 molar, with 906.05 + 3.39 mg EQ/100 g of dry
biomass, higher than controls with conventional solvents. Likewise, optimizing the time (35.30
sec) and the ultrasound extraction power (74.89 %) it was possible to, extract 14.54 + 0.49 and
14.14 + 0.16 pg/g of quercetin 3-O-rhamnoside and luteolin 7-O-glycoside, respectively, which
showed antioxidant activity. Non-food bell pepper biomass is a source of antioxidant flavonoids,
thus it could be valued by recovering them with DES, which is superior to conventional solvents

in terms of extraction capacity.

Keywords: Valorization, Phytochemicals, Deep eutectic solvents, Flavonoids, Antioxidants
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1. INTRODUCCION

La agricultura intensiva es una parte importante del motor alimentario mundial, puesto que
de ahi derivan los principales productos alimenticios como granos, semillas, frutas y hortalizas, las
cuales proveen de nutrimentos importantes para el mantenimiento del organismo, como vitaminas,
minerales, antioxidantes y otros compuestos que coadyuvan a mantener una buena salud y
nutricion. Se prevé que la poblacién mundial para el 2030 aumente a mas de 8 mil millones de
personas. Por lo tanto para asegurar la nutricion y disponibilidad de alimentos se estima un
incremento proporcional en la produccion de alimentos agricolas. Segun la FAO, la produccion
agricola aumentara un 70 % mas de lo producido actualmente, por lo que se intensificaran los
sistemas productivos, lo cual se espera que impacte directamente al medio ambiente (FAO, 2020a,
2020b).

Los principales impactos medioambientales de la agricultura provienen del uso de agroquimicos,
y de la produccion de materia organica, sedimentos, sales, entre otros insumos inorganicos (como
los plasticos) los cuales al final de la cosecha se suelen verter a cuerpos de agua, o se combustionan.
La FAO menciona a la agricultura como el mayor productor de aguas residuales, ademas, se afiaden
a las tierras de cultivo, mas de 115 millones de toneladas de fertilizantes nitrogenados minerales lo
que propicia una acumulacién en suelos, que si no se tratan de forma adecuada, mas del 35 % puede
terminar en los océanos.

El uso de fertilizantes, herbicidas, fungicidas y otros plaguicidas asciende a 4.6 millones de
toneladas anualmente, de las cuales el 25 % son usados en paises en vias de desarrollo. Por otro
lado mas de 700 xenobioticos y sus metabolitos (productos de transformacion), han sido
identificados en medios acuéticos, sin mencionar la presencia de dioxinas en el aire, producto de
la quema de residuos agricolas que potencialmente merman la salud de los trabajadores del campo,
asi como de comunidades aledafias. Un compuesto altamente toxico que se deriva de la quema
agricola es el carbono negro el cual esta presente en particulas de 2.5 um las cuales pueden penetrar
los pulmones y el torrente sanguineo, ocasionando patologias cardiacas, pulmonares, cancer, entre
otras, provocando mas de 7 millones de muertes prematuras anualmente, ademas de acelerar el
calentamiento global de 460 a 1,500 veces mas que el didéxido de carbono (CCA, 2014; FAO, 2018;
ONU, 2020).
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En México existe la NOM-015-SEMARNAT/SAGARPA-2007, la cual regula el uso de fuego en
el sector agricola, pecuario y forestal, aunado al programa establecido por la Secretaria de
Agricultura y Desarrollo Rural "Mi parcela no se quema”, la cual promueve otros metodos de
valorizacion de subproductos agricolas, para evitar ser quemados. Sin embargo, se cuenta con
indicios de que aun se sigue llevando a cabo quemas de parcelas y desechos orgénicos agricolas
(DOF, 2009; SADER, 2020; SADER, 2021).

México es el segundo productor de chile a nivel mundial. Es un cultivo con alto valor econémico;
durante el 2021 se cosecharon 147,807.80 hectareas representando un valor de la produccion de $
30, 642,661.36. El estado de Sinaloa es el principal productor, en el 2021 produjo 659,683.91
toneladas de chile verde. Los mercados extranjeros que mayor demandan este producto son Estados
Unidos, Canada y Espafia. Se estima que para el 2030 se produciran alrededor de 4.49 millones de
toneladas. Los principales tipos de chiles producidos son pimiento morrén, jalapefio, poblano y
serrano (SIAP 2020; SAGARPA 2016). Los grandes volumenes de produccion de este fruto,
desprenden miles de toneladas de biomasa (hojas, tallos, raices, frutos), los cuales al final de la
cosecha, el productor no suele aprovechar su potencial, por el contrario las disposiciones finales
afectan al medio ambiente y a la salud humana y animal (Castro-Garzén et al., 2020; CYTED,
2020; ONU, 2020; Polenta, 2016).

La biomasa es una fuente abundante de fitoquimicos como flavonoides, acidos fendlicos,
carotenoides, alcaloides, terpenos, saponinas, entre otros, los cuales han demostrado ser
antioxidantes,  anticancérigenos,  antitumorales, antidiabéticos, antiobesogénicos 'y
antimicrobianos, por mencionar algunas. Dicho esto es importante buscar alternativas de
valorizacion de biomasa, como la obtencion de nutracéuticos para la produccion de alimentos
funcionales y/o suplementos alimenticios, que puedan coadyuvar a mejorar la salud de quién los
consume. Asi mismo se pueden generar bioplaguicidas que se puedan usar en los mismos cultivos,
generando una economia circular y sustentable. Todo esto puede generar nuevas fuentes de empleo,
industrias y por ende la economia del estado incrementaria (Kavitha et al., 2020; Kosseva, 2020;
Nguyen, 2017; Sharma et al., 2018).

La valorizacion debe llevarse a cabo de forma sustentable y ecoldgica. En este sentido, es altamente
deseable que la extraccion de los fitoquimicos se realice con disolventes verdes, es decir que no
generen una contaminacion medio ambiental o residuos toxicos secundarios. Es por ello que el

auge de los disolventes eutecticos profundos (DES) y disolventes eutécticos profundos naturales
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(NaDES) ha incrementado en los ultimos afios y se ha posicionado como una alternativa viable y
escalable a los disolventes organicos volatiles cominmente usados. Estos disolventes estan
compuestos por aceptores y donadores de protones (es decir forman enlaces de hidrégeno) como
cloruro de colina, betaina, urea, azlcares, acidos organicos, terpenos, alcoholes y acidos grasos,
los cuales no generan toxicidad, ni residualidad, ademés de presentar una alta capacidad de
extraccion de fitoquimicos en comparacion con los disolventes tradicionales (Clarke et al., 2018;
Jietal., 2020; Kalhor et al., 2019).

El objetivo del presente estudio fue optimizar la extraccion de flavonoides de biomasa de pimiento
morron (Capsicum annuum L), mediante DES basados en cloruro de colina, asistidos de

ultrasonido.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Produccion Agricola de México

México se caracteriza por sus altos volimenes de produccion agricola, las condiciones
climatoldgicas y edafoldgicas lo hacen un sitio altamente rentable y productivo en comparacion
con otros paises. En el 2020 segln el SIAP (2021), los cultivos de mayor produccion fueron el
maiz en grano, frijol, sorgo en grano, avena forrajera en verde, maiz forrajero en verde, trigo en
grano, cebada en grano, sorgo forrajero en verde, soya y chile verde. En cuanto al valor de su
produccidn destacan el maiz grano, chile verde, tomate rojo, sorgo en grano, frijol, papa, trigo en
grano, maiz forrajero en verde, fresa y algodon hueso.

Los estados mayores productores de hortalizas durante el 2020 en la modalidad riego y temporal,
fueron Zacatecas, Tamaulipas, Sinaloa, Jalisco, Guanajuato, Chiapas, Chihuahua, Puebla, Veracruz
y México, esto por su cantidad de hectareas cosechadas. Sin embargo los estados con mayor valor
de su produccién fueron Sinaloa, Jalisco, Guanajuato, Sonora, Michoacéan, Chihuahua, Zacatecas,
México, Tamaulipas y San Luis Potosi (SIAP, 2021).

Tan solo en el 2020 se cultivaron 14, 250,395.2 hectéreas, de las cuales se cosecharon 13,
572,178.42, representando un valor de $ 343, 683,571.1. Sin duda México es un pais con potencial
agroalimentario, sin embargo la gestion de residuos debe ser estricta y monitoreada
constantemente, puesto que también se derivan enormes cantidades de deshechos y subproductos
los cuales en algunas ocasiones no se les da la disposicion correcta, ocasionando serios dafios
medioambientales y de salud (SIAP, 2021).

2.1.1 Impacto Ambiental

Los grandes volimenes de produccion de hortalizas y frutos, originan miles de toneladas de

biomasa y subproductos tales como hojas, tallos, raices y frutos, los cuales si no se tratan
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adecuadamente pueden ejercer un impacto negativo en el medio ambiente. Ademas de contaminar
por si mismos (proliferacion de fauna nociva, putrefaccion, afectaciones paisajisticas), contienen
residuos de plaguicidas, los cuales generan una contaminacion mayor, ya que esta biomasa se suele
quemar, arrojar a cuerpos de agua, o reintegrar al suelo. Todas estas practicas propician serios
dafios medioambientales, ya que desprenden metabolitos y dioxinas para el ecosistema y que, a
través de su difusion en el suelo, pueden lixiviarse a aguas subterraneas alterando el equilibrio
biolégico y contaminando los mantos friaticos.

Producto de la combustion en el aire se liberan dioxinas y metabolitos, generando serios dafios al
sistema respiratorio del ser humano. Ademas, esta préctica en vez de beneficiar al suelo, ocasiona
pérdida de nutrientes, destruccion de microorganismos y organismos benéficos, aumenta la erosion,
entre otros efectos no deseados (CCA, 2014; del Puerto Rodriguez et al., 2014; FAO, 2018; Li et
al., 2021; ONU, 2020; RAPAM, 2017; SADER, 2020; SADER, 2021; Zaynab et al., 2021).

Se han identificado plaguicidas y otros xenobidticos como hidrocarburos policiclicos aroméaticos
alrededor del mundo, esto consecuencia de quemas agricolas. Estos contaminantes por las
corrientes trans-pacificas se transportan miles de kilometros. Un ejemplo de esto es que se han
identificado en Estados Unidos, residuos de dieldrin, lindano y clorpirifos, provenientes de
incendios forestales y quemas agricolas en Siberia, Rusia (Genualdi et al., 2009).

Algunas de las practicas dadas a estos residuos agricolas, han demostrado que no generan utilidad,
si no que contaminan al medio ambiente, causando pérdidas al productor (Galanakis, 2013; Kalhor
etal., 2019; Kasapidou et al., 2015; Nayak et al., 2019). Por lo que valorizar las biomasas y generar
modelos de agricultura sostenible basados en una bioeconomia circular es una tendencia en la

investigacién tanto basica como aplicada (Duque-Acevedo et al., 2020).

2.1.2 Aprovechamiento de Biomasa Agricola

Investigaciones recientes describen la importancia de la valorizacion de biomasas, ya que son
fuente de compuestos de importancia médica y alimenticia, ademas que se coadyuva a mitigar el
impacto ambiental de la agricultura. Es por ello que la busqueda de aplicaciones que sean rentables
y sustentables es un tema de investigacion de alto impacto para la agricultura y sustentabilidad de

18



los paises primeros productores de frutas y hortalizas como lo es México.

Actualmente se han publicado numerosos libros y publicaciones cientificas donde se recopilan usos
y posibles transformaciones agroindustriales de biomasa, destacando su alta sustentabilidad,
rentabilidad y factibilidad econémica e industrial (Amran et al., 2021; Anal, 2017; Cattaneo et al.,
2021; Doria et al., 2021; Kosseva, 2020; Kumar, 2020; Majerska et al., 2019; Nguyen, 2017; Yang
etal., 2021).

La biomasa tiene amplias aplicaciones industriales. Puede ser util para la produccion de
combustibles (biometano, bioetanol, biohidrdgeno, bioaceites), recuperacion de moléculas con alto
valor agregado (aditivos, aceites esenciales, vitaminas, antioxidantes, enzimas, proteinas, acidos
organicos), produccion de bio materiales (polimeros, recubrimientos, fertilizantes, adsorbentes)
(Koul et al., 2022; Nayak et al., 2019), produccién de biochar (carbon vegetal), el cual es resultado
del proceso de pirolisis de la biomasa, esta se usa para remediacion de suelos, captacion de carbono,
descontaminacion de aguas residuales, catélisis y para mejorar la fertilidad del suelo, por
mencionar algunas (Wang y Wang, 2019).

La valorizacion de biomasas contribuye al desarrollo de rutas sustentables, generacion de bio-
economias, economias circulares y por ende todo esto aporta a minimizar el cambio climatico y la
degradacion de recursos naturales. La Unién Europea es una de las regiones mas activas en la
promocion y contribucién de legislaciones en pro de estas acciones. En la Figura 1, se muestra la
piramide de valorizacién de residuos alimenticios, partiendo de la opcién mas sustentable a la
menos. También se plasma la pirdmide de valorizacion de biomasas destacando las opciones con
mayor valor agregado. Si se analizan ambas se puede concluir que la extraccion de bioactivos es la
opcion mas rentable y que mas aporta a la sustentabilidad de los procesos.

2.1.2.1 Composicion. La biomasa agricola se compone principalmente de tallos, hojas, raices y
otros Organos vegetativos no aprovechables directamente para consumo humano. En la mayoria de
los casos la mayor proporcion son los tallos los cuales se encuentran conformados por celulosa,
hemicelulosa, pectinay lignina. Ligados o unidos a estos se pueden encontrar algunos fitoquimicos,
sin embargo, para extraerlos se necesita romper los enlaces entre ellos y los polimeros resilientes
que componen estas biomasas. La mayoria de estos compuestos son acidos fendlicos y sus

alcoholes, los cuales conforman las redes de lignina. Se han identificado flavonoides ligados, los
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cuales se pueden obtener mediante digestiones &cidas y/o alcalinas. Zhu et al. (2020),
identificaron mediante UPLC-ESI-gTOF-MS/MS flavonoides ligados en extractos de soya, haba 'y
frijol; aunque en su mayoria fueron acidos fendlicos, los flavonoides identificados fueron
daidzeina, genisteina, vitexina, quercetina, miricetina, ampelopsina, catequina y honovenitina.

La celulosa y hemicelulosa son de los polisacéridos con mayor presencia en la pared celular. La
hemicelulosa se divide en mananos, xilanos y glucanos, los que a su vez pueden estar conformados
por monosacaridos y acidos como el glucorénico, galacturonico y metilglucoronato. La interaccion
que pueden llegar a tener estos polisacaridos con los flavonoides ocurre durante el procesamiento
de la biomasa. Sin embargo, algunos &cidos como el ferulico y antocianinas como la cianidina 3-
glucésido se pueden unir a la celulosa mediante interacciones electrostaticas y enlaces de
hidrogeno, entre los grupos hidroxilo y los atomos de oxigeno de los enlaces tipo éter de los
azUcares presentes en los polisacaridos. Ademas, las antocianinas pueden formar enlaces
supramoleculares tipo n-n entre ellas, formando grandes unidades, l0s que interaccionan con los
componentes de la pared celular. Estas interacciones pueden verse influenciadas por factores
ambientales como la fuerza idnica, el pH, tiempo de exposicion, proteinas presentes y la estructura
de ambos compuestos. Los &cidos fenolicos, taninos y antocianinas se pueden unir con mayor
facilidad a la celulosa que otros polifenoles, por otro lado, glicésidos de quercetina se pueden unir
al B-glucano presente en la hemicelulosa de algunos cereales (Rocchetti et al., 2022; Sieminska-
Kuczer et al., 2022).

El grado de hidroxilacion, esterificacion, hidroxigenacion, metilacion, metoxilacion, glicosilacion,
asi como el peso molecular cumplen un rol particular en la formacién de uniones de flavonoides
con polisacéridos de la pared celular. Se ha observado que los flavonoles tienen mayor afinidad
por polisacaridos, mientras que en las flavonas, flavanonas e isoflavonas estas interacciones
disminuyen. Algunos de los flavonoides ligados que han sido identificados son rutina, kaempferol,
quercetina, catequina, apigenina, epicatequina, luteolina, proantocianidinas, miricetina,
naringenina, hesperidina, morinay algunos glicosidos del kaempferol y de la quercetina (Rocchetti
etal., 2022).

Otro material con valor agregado es la lignina la cual se usa para la generacién de energia, resinas,
recubrimientos, aditivos industriales, polimeros, etcétera. Potencialmente se puede extraer de
residuos agricolas. Sin embargo, no se encuentra en altas proporciones como es el caso de la madera
(Haghdan et al., 2016).
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Figura 1. Piramides de valorizacion de biomasas y estrategias de prevencion de desperdicios
agricolas y alimenticios (Berbel et al., 2018; Klein et al., 2022; Moshtaghian et al., 2021)

2.2 Chile (Capsicum annuum L.)

2.2.1 Generalidades

El chile es un alimento cultural y tradicional altamente apreciado en México. Esta planta pertenece
al género Capsicum de la familia Solanaceae. México es el centro de domesticacion y
diversificacion de la especie, la cual resalta con dos géneros C. annuum con seis variedades y C.
frutescens con una variedad. De las variedades mas reconocidas a nivel mundial destaca el
jalapefio, serrano, habanero, poblano y el pimiento morrén. En la Figura 2 se aprecia la gran
diversidad de chiles que se usan en la gastronomia mundial (Escalante-Araiza et al., 2021).

Otros autores mencionan la existencia de cinco especies domesticadas como C. baccatum, C.
chinense, C. pubescens, C. frutescens y C. annuum siendo esta Ultima la mas relevante en cuanto a
consumo, produccion y comercializacion nacional e internacional (Hernandez et al., 2015).

El chile es originario de México, donde el primer registro data del 7000-3000 a.C. registrado en lo
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que era el Valle de Tehuacan, Puebla. Todas las especies son originarias de América,
distribuyéndose desde el sur de Estados Unidos hasta las zonas célidas y templadas de Sudamérica.
Se creé que el género Capsicum es originario de Bolivia central, donde migré a los Andes vy el
Amazonas. Este producto junto con el maiz y el frijol fue la base de la alimentacion de las culturas
prehispanicas de Mesoamérica. El nombre ndhuatl del chile es "Chilli o Xilli". Actualmente se han
desarrollado variedades mejoradas mediante la biotecnologia, con caracteristicas sensoriales y
quimicas particulares, dando origen a la comercializacion a escala global de este fruto (Hernandez
etal., 2015).

F ARG (LAY

Figura 2. Diversidad de Capsicum spp. (Hernénde-Prez t al., 2020

El fruto es una baya hueca carnosa o semi-cartilaginosa, donde se encuentran las semillas, puede
alcanzar una gran diversidad de tamafios desde 1 cm hasta 30 cm de largo, con formas redondas,
alargadas, curvas, y presentan una amplia gama de tonalidades pasando del verde, amarillo, rojo,
naranja, morado, café y negro, entre otras (Hernandez et al., 2015). Las plantas se caracterizan por
presentar tallos erectos, herbaceos y ramificados de color verde oscuro, con raices que pueden
Ilegar a alcanzar profundidades de 0.70 a 1.20 m y lateralmente hasta 1.20 m. Su altura promedio
es de 60 cm y las flores son perfectas (hermafroditas) formandose en las axilas de las ramas, que

presentan colorantes blanco o parpura.
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2.2.2 Produccién

México es el segundo pais con mayor produccion de chiles en el mundo y lider en la exportacion.
A nivel nacional, Sinaloa es el principal estado productor de chile, donde la variedad pimiento
morron es la que se produce mayormente. Tomando en cuenta la produccion de todas las especies
y variedades de chile en México, durante el 2019 se produjeron 3, 238,245 toneladas, donde Sinaloa
aporté 757,769 toneladas, participando con el 20.6 % del total de la produccién de hortalizas a
nivel nacional. El chile se encuentra disponible todo el afio resaltando los meses de septiembre,
octubre y noviembre. Los destinos de exportacion principales son Estados Unidos, el cual aporta
una derrama econdémica de 884,864,636 dolares, seguido de Canada, Espafia, Reino Unido, Cuba,
Japdn, Guatemala, Alemania, Paises Bajos, China y Brasil. EI pimiento morron es la variedad mas
exportada con una venta en el 2019 de 1,138,774 toneladas significando un aumento de 37,441
toneladas respecto del 2018 (SIAP, 2021).

Particularmente durante el 2020 se sembraron en México, un total de 7,371.32 hectéareas de
pimiento morrdn, con una produccion total de 605,836.36 toneladas, con un rendimiento de 82.19
udm/ha, y con un valor en la produccion de 8, 218,273.43 pesos. Por lo anterior, el pimiento
morroén es la variedad mayormente exportada de México y con mayor derrama econémica (SIAP,
2021).

2.2.3 Usos Etnofarmacoldgicos

Desde tiempos prehispanicos el chile fue usado para tratar padecimientos y como parte de la
alimentacion diaria de la poblacion. Tradicionalmente se emplea como estimulante de la digestion
y como analgésico. Otros usos empleados con como colorante textil (Hernandez et al., 2015).

Recientes articulos de revision han recopilado estudios clinicos, in vitro e in vivo, donde se han
evaluado extractos de diferentes tipos y variedades de Capsicum; resaltan las actividades
antioxidantes por el contenido de &cidos fendlicos, flavonoides, capsaicinoides y terpenos. La

capsaicina y los flavonoides se han vinculado con la mitigacion del desarrollo de patologias
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cronicas degenerativas como la obesidad, inflamacién, diabetes, enfermedades cardiovasculares,
cancer, entre otras (Zimmer et al., 2012). Extractos ricos en capsaicinoides y fenoles han
presentado efectos antimicrobianos y antivirales (Khan et al., 2014). Los compuestos fenolicos
identificados en frutos de chile principalmente han sido apigenina, quercetina, luteolina y sus
glicosidos; estos compuestos pertenecen al grupo de las flavonas y flavonoles y se caracterizan por
presentar amplios efectos bioactivos para la salud.

Se han identificado también carotenoides, los cuales son responsables de las tonalidades rojizas,
naranjas, y amarillas, dentro de los mas estudiados han sido el B-caroteno, zeaxantina, violaxantina,
luteina y B-criptoxantina, sin embargo, se han aislado mas de 52 moléculas carotenoides. Estos
compuestos también ejercen capacidad antioxidante, protegiendo a las células del dafio oxidativo
coadyuvando a la reduccion de patologias cronicas degenerativas (Antonio et al., 2018; Hernandez-
Pérez et al., 2020).

Por otro lado, el género Capsicum, es el Unico donde se encuentra la capsaicina, un alcaloide
bioactivo. La capsaicina y sus derivados como la nordihidrocapsaicina, dihidrocapsaicina y
homocapsaicina entre otros, son responsables de la pungencia de los frutos, ademas se han
estudiado ampliamente, identificando propiedades anticancerigenas, antiobesogeénicas,
antihipercolesterolémicas, trastornos dermatoldgicos, gastrointestinales, obesidad, dolores
neuropaticos e inflamatorios, problemas urinarios, fallos renales y neurogénicos (Escalante-Araiza
et al., 2021; Srinivasan, 2016). En el Cuadro 1 se describen algunos fitoquimicos identificados de

subproductos de chile.

2.2.5 Pimiento Morrdn

El pimiento morron forma parte del genero de hierbas tropicales perteneciente a la familia de la
Dulcamara Solanaceas, que se refiere a las variedades de chile dulce, las cuales son numerosas,
caracterizadas por un amplio rango de tamafios y colores, debido a su variabilidad genética. La
especie que engloba al pimiento morrén es Capsicum annuum L. (INIFAP, 2013).

Es una planta herbacea perenne, con ciclo anual, de porte variable entre los 0.5y 2 m. Las plantas

de gran tamarfio corresponden a los hibridos y mejoramientos genéticos, que se suelen cultivar en
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invernadero. Su sistema radicular se caracteriza por tener una raiz pivotante y profunda, la cual
presenta raices adventicias que horizontalmente pueden Ilegar a medir entre 0.5y 1 m. El tallo es
limitado y erecto. A partir de la cruz (altura de ramificacion) emite 2 o 3 ramas dependiendo de la
variedad. Se continda ramificando de forma dicotomica hasta el final del ciclo. La hoja es entera,
imberbe y lanceolada con un &pice pronunciado (acuminado) y un peciolo largo y poco aparente.
El haz es glabro con textura lisa y suave, de color verde (la tonalidad puede depender con base su
variedad) y brillante. Las inserciones de las hojas en el tallo son de forma alterna y su tamafio
también depende de la variedad, pero existe una correlacion entre el tamafio de la hoja adulta y el
peso del fruto. Las flores son solitarias en cada nudo del tallo, con insercién en las axilas de las
hojas. Son pequefias y se manifiestan con una corola blanca, su polinizacion es autbgama, aunque
puede presentarse un porcentaje de alogamia inferior al 10 % (Pinto et al., 2018).

El fruto es una baya hueca, semi cartilaginosa y deprimida, con tonalidades que varian desde el
verde, amarillo, blanco, café, morado, roja y naranja. La mayoria de las variedades comienzan su
maduracion con un color verde y culminan en el color de destino. Su tamafio es variable
dependiendo la variedad, va desde el mini (menor a 10 g) hasta frutos de 500 g. Las semillas se
encuentran insertadas en una placa cénica de disposicion central, son de forma redonda, reniformes,

de color amarillo palido y su longitud puede variar de 3 a5 mm (Pinto et al., 2018).
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Cuadro 1. Metabolitos secundarios y funcionalidades identificadas en subproductos de Capsicum

annuum spp.
Organo  Extracto Método Compuestos Funcionalidad Método Ref.
Semilla Hexano GC-FAME,  Acidos grasos AOX DPPH, (Azabou et
S Folin- polinsaturados y FRAP al., 2017)
Ciocalteu CFT
Tallos  Metanol Folin- Capsaicina, AOX, MTT, UV  (Chen et
Ciocalteu, acidos fendlicos, antiinflamatoria al., 2012)
HPLC/UV, flavonoides
Hojas Metanol  Espectrofot  Acido ascorbico N/E N/E (Chiaiese et
ométrico y CFT al., 2019)
Semilla  Etanol y HPTLC, Flavonoides, Antimutagénico Ames Test, (Di Sotto et
S metanol  espectrofoto taninos, , inhibitorio de DPPH, al., 2018)
métrico polifenoles, enzimas Inhibicion
carotenoides, relacionadas de ERO’S,
clorofila con el MetS,  Peroxidacio
AOX n lipidica.
Hojas  Acetona  Espectrofot Carotenoides, N/E N/E (Diaz-Pérez
ométrico clorofila, etal.,
polifenoles, 2019)
flavonoides
Hojas Metanol  Espectrofot CFT AOX DPPH, (Drobac et
ométrico, Captacion  al., 2017)
Folin- de ERO’S
Ciocalteu.
Talloy Acetonitri HPLC-UV. Capsaicina, CFT N/E N/E (Estrada et
hojas lo Folin- al., 2002)
ciocalteu
Hojas  Acetonitri ~ UHPLC- Aminoacidos N/E N/E (Florencio-
lo MS/MS Ortiz et al.,
2018)
Hojas  Tris-HClI  HPLC/DA Péptidos Antimicrobiano MIC (Games et
D al., 2013)
Hojas Acuoso HPLC-UV N/D Antiinflamatori ELISA (Hazekawa
0 et al.,
2017)
Tallos/ Etil RMN, IR, Sesquiterpenos N/E N/E (Kawaguch
raices acetato, MS, CC, (Canusesnol A- ietal,
metanol TLC J) 2004)
Hojas  Acetona, Espectrofot Capsaicina, AOX ABTS, (Kimetal.,
metanol omeétrico acido ascorbico, DPPH 2011)
flavonoides,
carotenoides,
tocoferoles,
azucares libres,
acidos organicos
Hojas Metanol  Espectrofot Flavonoides, AOX ABTS, (Leon-
omeétrico clorofila, DPPH Chan et al.,
carotenoides 2017)
Hojas Etanol Folin- Flavonoides, N/E N/E (Mardani-
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Organo  Extracto Método Compuestos Funcionalidad Método Ref.
Ciocalteu antocianinas Talaee et
al., 2016)
Hojas  Metanol HPLC-UV  Acidos fendlicos N/E N/E Reigosa et
al., 1999
Tallos Hexano HPLC Vit. E, Vit A. N/E N/E (Romo-
Hualde et
al., 2012)
N/E (No estudiada); ERO’S (Especies Reactivas de Oxigeno); CFT (Compuestos fendlicos
totales); RMN (Resonancia magnética nuclear); IR (espectrometria de infrarrojo); MS
(espectrometria de masas); CC (cromatografia de columna); TLC (cromatografia de capa fina);
HPTLC (Cromatografia de capa fina de alta resolucién); MIC (minima concentracion inhibitoria);
ELISA (ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas); AOX (antioxidante); MetS (Sindrome
metabolico).

2.3 Metabolitos Secundarios

Los metabolitos secundarios, son compuestos de bajo peso molecular producidos por el
metabolismo secundario de las plantas. Estas moléculas no son vitales para su crecimiento,
desarrollo y/o supervivencia, sin embargo, juegan un papel fundamental para su adaptacion y
tolerancia a condiciones climaticas adversas, asi como a otros estimulos de estrés de fuentes
bidticas o abidticas. Cuando la planta se encuentra sometida a este tipo de estrés incrementa la
produccion de metabolitos secundarios, los cuales la protegen de la depredaciéon (Cisneros-
Zevallos, 2021; Surjadinata et al., 2021). Anu et al., (2017), menciona que el metabolismo
secundario facilita las reacciones bioquimicas del primario, por lo que es de suma importancia. Asi
mismo el ser humano ha explotado estos compuestos a su favor, puesto que han sido estudiados,
demostrando una amplia gama de actividades bioldgicas e industriales, resaltando su utilizacion
para la fabricacion de pigmentos, saborizantes, gomas, ceras, medicamentos, plaguicidas, que en
la actualidad son redituables y eficientes.

Los metabolitos secundarios se pueden dividir en tres grupos principales polifenoles, terpenos y
alcaloides, sin embargo se encuentran otros como saponinas, esteroles, compuestos sulfurados,

glicosidos, entre otros (Anu et al., 2017).

27



2.3.1 Clasificacién General

Los metabolitos secundarios se encuentran extensivamente en plantas, hongos, bacterias, algas y
otros organismos marinos, asi como anfibios. Se caracterizan por presentar un bajo peso molecular,
bioactividad y presentarse en bajas concentraciones en comparacién con otros productos, como,
los generados del metabolismo primario. Su biosintesis esta influenciada por factores del
desarrollo, y otros abioticos como estreses, los cuales pueden incrementar su cantidad.

Algunos metabolitos importantes para la correcta funcién de las plantas, son las fitoanticipinas las
cuales son sintetizadas como compuestos inactivos que posteriormente pueden ser transformados
en activos, otros metabolitos se denominan fitoalexinas los cuales se generan bajo condiciones de
estrés y solo se pueden encontrar una vez generado el estimulo (Gutzeit et al., 2014). Algunos
fitoquimicos solo se pueden encontrar en especies de plantas especificas (betalainas en las
Caryophyllales, glucosinolatos en las Brassicales y poliacetilenes en Asteraceae y Apiaceae).

Se pueden sintetizar en todos los érganos de las plantas desde raices, tallos, hojas, flores y semillas,
y se almacenan en compartimientos especificos, (los tricomas glandulares suelen almacenar
compuestos tdxicos como terpenos y alcaloides). Los compuestos hidrofobicos (apolares) se
encuentran en membranas y/o organelos presentes en el reticulo endoplasmatico o en vesiculas
especificas. Mientras que los hidrofilicos (polares) cominmente se encuentran en las vacuolas,
citosol y/o apoplastos, de igual forma su biosintesis se produce en esos mismos compartimentos
(Gutzeit et al., 2014). En el Cuadro 2, se resumen los compartimientos de almacenamiento de

fitoquimicos en las plantas. La clasificacion general de los fitoquimicos se plasma en la Figura 3.

Fitoquimicos

Alcaloides Polifenoles Terpenos Saponinas Sulfurados Glucosinolatos

Figura 3. Clasificacion general de fitoquimicos (Younas et al., 2018)
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Cuadro 2. Sitios de almacenamiento de fitoguimicos en plantas

Clase Compuestos

Compartimiento de
almacenamiento

Tejido Célula

Polar Alcaloides

Amino &cidos no proteinogénicos

Glicosidos digitalis
Glicdsidos cianogénicos
Alcaloides
Saponinas
Glicosidos
Flavonoides
Antociadinidinas
Betalainas
Taninos
Glicésidos cianogénicos
Glucosinolatos
Aminas
Taninos

La mayoria de compuestos polares durante

su biosintesis
Flavonoides
No Terpen.os
polares Flavonoides

Diterpenos
Quinonas
Flavonoides
Politerpenos
Antraquinonas
Terpenos
Ceras
Flavonoides
Terpenos
Alcaloides
Terpenos
Alcaloides
Alcaloides

Ubiquinonas

Moléculas apolares durante la
hidroxilacion enzimatica

Laticifer

Vacuola

Apoplastos
Citoplasma

Nucleo
Tricoma

Ducto de
resinas
Laticifer

Célula de
aceite

Cuticula

Mitocondria
Plastido

Vesiculas
especializadas
Membrana
plasmatica
Reticulo
endoplasmaético

(Gutzeit et al., 2014)
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2.3.1.1 Biosintesis de fenilpropanoides

2.3.1.1.1 Ruta de biosintética del acido shikimico. Resulta ser la precursora de la mayoria de las
clases de metabolitos secundarios y compuestos aromaticos de plantas; esta ruta consiste en
reacciones catalizadas por siete enzimas. El acido shikimico es producido por el fosfoenolpiruvato
y eritrosa 4-fosfato, los cuales son condensados por la 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato
(DAHP) esto mediante la enzima DAHP sintasa. Posteriormente se obtiene 3-dehidroquinato, a
través de la enzima 3-dehidroquinato sintasa, también se obtiene 3-dehidroshikamato por la
enzima 3-dehidroquinato dehidratasa y finalmente se obtiene el shikamato, por la accion de la
enzima shikamato deshidrogenasa. Las reacciones subsecuentes son vitales para la produccion de
aminoacidos aromaticos. Una vez biosintetizado el shikamato se transforma en shikamato 3 fosfato
mediante la enzima shikamato quinasa, dando lugar a la 5-enolpiruvilshikamato 3-fosfato
(EPSP), esto por accién de la enzima 5-enolpiruvilshikamato ~ 3-fosfato sintasa. Este ultimo
producto es transformado en corismato, por la accion de la enzima corismato sintasa. Por su parte
el corismato biosintetiza el triptéfano, la fenilalanina y tirosina (Campos-Vega et al., 2013; Cress
et al., 2013; Vermerris et al., 2006).

2.3.1.1.2 Ruta biosintética de fenilpropanoides. Particularmente la biosintesis de fenilpropanoides
(flavonoides, monolignones, acidos hidroxicindmicos, ésteres sinapilicos, cumarinas y estilbenos),
comienza por la desaminacion de L-fenilalanina, catalizada por la enzima fenilalanina amonio liasa
por sus siglas en inglés (PAL), lo que resulta en &cido cindmico trans. Este a su vez este se hidroxila
por medio de la enzima acido cinamico 4-hidroxilasa (C4H), y mediante la enzima 4-acido
cumarico CoA ligasa (4CL) produce acido p-cumarico. Posteriormente se produce p-cumaril
coenzima A, que subsecuentemente mediante reacciones enzimaticas diversas dan como resultado
distintos acidos fendlicos y sus alcoholes como acido p-cumarico, acido caféico, acido ferulico,
acido sinaptico y sus alcoholes como el p-coumaril alcohol, coniferol alcohol y sinapil alcohol,
responsables de la biosintesis de lignina y lignanos.

Estas reacciones involucran la adicion de grupos hidroxilo en la posicion 4 del anillo del &cido

cinamico, si se adiciona un segundo grupo hidroxilo en la posicion 3 se produce acido caféico y si
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se metila se obtiene acido fertlico. Cabe mencionar que esta ruta metabolica es una de las mas
importantes en términos del flujo de carbono en las plantas ya que mas del 20 % del total del
metabolismo esta relacionado con esta ruta metabdlica (Campos-Vega et al., 2013; Vermerris et
al., 2006).

2.3.1.1.3 Ruta de biosintesis de acidos fenolicos. Los acidos fenolicos mas abundantes en las
plantas son el galico y el salicilico, el primero es precursor de elagitaninos y galotaninos, mientras
que el segundo es un compuesto de defensa y sefializacion, responsable de enviar sefiales para
activar el sistema de defensa de la planta. El &cido galico puede producir mediante biosintesis
directa de un intermediario de la ruta del &cido shikimico, o bien se puede producir a través de la
fenilalanina y otros acidos fendlicos (cinamico, p-cumarico, 3,4,5-trihidroxicinamico, cafeico o
protocatecuico) (Vermerris et al., 2006). En el Cuadro 3 se plasma la clasificacion de los
flavonoides de acuerdo a su precursor biosintético.

Cuadro 3. Clasificacion de los flavonoides de acuerdo a su precursor biosintético
Precursor biosintético

Acido cafeico

Flavonoide Fenilalanina Tirosina
o _ o (R1= OH; R2= OH;
(R1=H; R2=H) (R1=0H; R2=H) R3= OMe
Flavanonas (2 S)-pinocembrina (2 S) naringenina (2S) eriodicitol
Isoflavonas 5,7-dihidroxiisoflavona Genisteina Orobol
Flavonas Apigenina Luteolina Crisina
Flavonoles Kaempferol Quercetina Miricetina
Glucésidos de Pelargonidina 3-O- Cianidina 3-O- Delfinidina 3-O-
antocianinas glucosido glucosido glucosido
Estilbenos Pinosilvin Resveratrol Piceatanol
Cucurminoides Dicinamoilmetano Bisdemtoxicucurmina Cucurmina

(Cress et al., 2013)

2.3.1.1.4 Ruta de biosintesis de flavonoides. La biosintesis de flavonoides comienza por la
condensacion de p-cumaril-CoA, junto con tres moléculas de malonil-CoA, esta reaccion es
catalizada por la enzima chalcona sintasa (CHS) la cual produce 4, 2', 4', 6' tetrahidroxichalcona,

gue en reacciones subsecuentes da paso a la formacion de flavanonas (naringenina), las cuales son
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progenitoras de las estructuras de los demés flavonoides (Cress et al., 2013; Vermerris et al., 2006).

2.4 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos conformados por 15 carbonos, con una estructura C6-C3-C6. Se
caracterizan por presentar dos anillos de benceno unidos a un grupo de tres carbonos. Segin su
grado de insaturacion y oxidacion se dividen en diferentes clases, esto es debido a su complejidad
molecular que implica las caracteristicas del anillo B y la hidroxilaciony glicosilacion de los anillos
A, By C (Figura 4). Estos compuestos son uno de los grupos de fitoquimicos mas abundantes en
las plantas (se han reportado mas de 6,500), y suelen estar presentes unidos a un azlcar
(glicosilados), sin embargo se han reportado en su forma aglicona, los cuales son de polaridad baja-
media y se acumulan en las vacuolas de las plantas (Tsao et al., 2009).

Algunos de los nombres por los cuales se suelen denominar son polifenoles o fendlicos, sin
embargo, el primero hace referencia a la gran clasificacion de estos compuestos que previamente
se mencionaron. Y fenolicos hace referencia a compuestos con mas de un grupo hidroxilo en el
anillo bencénico. Se caracterizan por manifestarse como pigmentos (antocianinas) en las plantas,
esto para atraer polinizadores y también sirven como compuestos de defensa contra depredadores
y patdgenos. Sin embargo una de las cualidades mas interesantes son sus efectos bioldgicos para
la salud humana (Tsao et al., 2009).

2.4.1 Clasificacion

Dentro de la clasificacion de los flavonoides destacan las flavonas, isoflavonas, flavan-3-oles
(flavanoles), flavonoles, flavanonas y antocianidinas, sin embargo también se encuentran las

chalconas y auronas (Tsao et al., 2009; Vermerris et al., 2006).

2.4.1.1 Chalconas. Estos compuestos se caracterizan por presentar una cadena lineal con tres
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carbonos unidos a los anillos A y B, esta cadena contiene un doble enlace, en las dihidrochalconas
(la cadena C3 se encuentra saturada). Presentan coloraciones amarillentas. Algunas chalconas son
la buteina la cual se encuentra en algunas flores, la floridzina se encuentra en las hojas de las

manzanas Yy presenta actividad antitumoral (Tsao et al., 2009; Vermerris et al., 2006).

Isoflavona

Flavanona

OH

Flavan-3-ol

Chalcona o) Flavonol
(0]

Figura 4. Estructura molecular de los flavonoides (Reddy et al., 2020)

2.4.1.2 Auronas. Las auronas son derivadas de la ciclizacién de las chalconas, donde el grupo meta-
hidroxilo reacciona con el a-carbono y forma cinco heterociclos. Presentan tonalidades
amarillentas y se encuentran en géneros selectos de plantas como Antirrhinum, Cosmos bipinnatus
y Limonium (Ayabe et al., 2010; Tsao et al., 2009; Vermerris et al., 2006).

2.4.1.3 Flavonas. Las flavonas presentan un doble enlace en la posicion 2 y 3, y una cetona en la
posicion 4. La mayoria presenta un grupo hidroxilo en la posicion 5 del anillo A, al igual se pueden

presentar hidroxilaciones en otras posiciones como la 7 del mismo anillo, o0 3'y 4' del anillo B, esto
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dependiendo de la fuente de donde se obtengan. Se suelen encontrar en angioespermas. La
glicosilacion ocurre en las posiciones 5y 7 del anillo C, mientras que la metilacion y acilacion en
los grupos hidroxilos del anillo B. Algunas moléculas se pueden polimetoxilar, como la tangeretina
y nobiletina. Resalta dentro de este grupo la luteolina y apigenina (Albuquerque et al., 2021; Tsao
et al., 2009; Vermerris et al., 2006).

2.4.1.4 Flavonoles. Contienen un doble enlace entre el carbono 2 y 3 del anillo B, con un grupo
hidroxilo unido al carbono 3 y un grupo carboxilo al carbono 4. Se diferencian de las flavonas por
el grupo hidroxilo en la posicion 3 del anillo C, el cual puede glicosilarse. Pueden presentar grupos
hidroxilos y/o metilos, por lo que es una de las clases de flavonoides méas extensas con al menos
393 moléculas agliconas identificadas. Las moléculas mas conocidas de este grupo son la
quercetina, miricetina y el kaempferol (Albuquerque et al., 2021; Tsao et al., 2009; Vermerris et
al., 2006).

2.4.1.5 Flavanonas. Las flavanonas o dihidroflavonas, presentan un doble enlace entre la posicién
2y 3 del anillo C, y un grupo carboxilo en la posicion 4. Se presentan en menor proporcion en
comparacion con otros grupos de flavonoides, las moléculas representativas son la naringenina y
hesperetina. Se pueden encontrar polihidroxiladas y varios de esos grupos hidroxilo se pueden
metilar o glicosilar, dando lugar a un gran nimero de derivados (flavanonas preniladas,
furanoflavanonas, piranoflavanonas y flavanonas benziladas) (Albuquerque et al., 2021; Tsao et
al., 2009; Vermerris et al., 2006).

2.4.1.6 Flavanoles (flavan-3-oles). Se caracterizan por presentar un grupo hidroxilo unido a la
posicion 3 del anillo C. Son un grupo con gran diversidad estructural siendo uno de los mas
extensos dentro de los flavonoides. Los compuestos mayoritarios se denominan catequinas y epi-
catequinas, donde resalta el té verde (Camellia sinensis), por ser una excelente fuente. La
galocatequina y epigalocatequina contienen un grupo hidroxilo extra en el anillo B. Estos

flavonoides pueden formar polimeros, quiere decir procianidinas (proantocianidinas o taninos
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condensados), los cuales contienen de 2 a 60 unidades monoméricas de flavonoles, dicha
polimerizacion ocurre entre un enlace carbono-carbono entre la posicion 8 de la unidad terminal y

el carbono 4 del extensor (Albuquerque et al., 2021; Tsao et al., 2009; Vermerris et al., 2006).

2.4.1.7 Flavanonoles. Son similares a las flavanonas, solamente se afiade un grupo hidroxilo en la
posicién 3. Se pueden presentar con amplia diversidad debido a las sustituciones presentes, sin
embargo, el flavanonol méas conocido es la taxifolina (Albuquerque et al., 2021; Tsao et al., 2009;
Vermerris et al., 2006).

2.4.1.8 Isoflavonoides. Los isoflavonoides son los Unicos flavonoides que presentan una
substitucion bencenoide en la posicién 3 del anillo C, lo que les brinda estructuralmente una
similitud con los estrégenos, por lo que algunas de las bioactividades que presentan son
relacionadas con receptores estrogénicos. Estos compuestos estan limitados a presentarse en la
familia Leguminosae, resaltando la soya o germinados, algunas moléculas son la genisteina y
daidzeina (Albuquerque et al., 2021; Tsao et al., 2009; Vermerris et al., 2006).

2.4.1.9 Antocianidinas. Las antocianidinas y antocianinas son el unico grupo de flavonoides que
puede manifestarse mediante colores, pueden variar desde tonalidades rojizas, azules, moradas,
violetas, magenta y/o negra, esto es debido a su naturaleza quimica las cuales son cationes flavilios
ylo sales de cloro. Estas tonalidades dependen del pH (acidas= rojo; intermedio= morado-azul,
alcalino= verde-amarillo), al igual de su acilacién o metilacion de los grupos hidroxilo en los anillos
Ay B. Se denominan antocianinas cuando se encuentran glicosiladas en la posicion 3 del anillo C,
y estas variaciones pueden brindar mas de 500 moléculas diferentes. Las agliconas mas comunes
son la cianidina, delfinidinay pelargonidina (Albuquerque et al., 2021; Tsao et al., 2009; Vermerris
et al., 2006).
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2.4.2 Fuentes Principales

Los alimentos con mayor cantidad de flavonoides son las frutas y hortalizas, seguido de granos,
semillas y legumbres. Algunas de las que destacan por su contenido son las fresas, lichi, uvas,
cocoa, berries, manzanas, cebollas, té, citricos, alcachofa, perejil, col de Bruselas, entre otros, sin
embargo, puede variar significativamente dependiendo de las condiciones de crecimiento y
procesamiento. Dependiendo del pais y/o regidn, seran las fuentes accesibles de flavonoides. En
Estados Unidos proviene en mayor proporcion de la manzana, chocolate y uvas, con un promedio
de ingesta de 239 mg/dia, mientras que de la poblacion europea es de 428 mg/dia. Sudamérica es
una de las regiones con mayor consumo de flavonoides por su diversidad gastronémica (Andrés-
Lacueva et al., 2009; Ballard et al., 2019; Williamson, 2020).

Las alcaparras son la mayor fuente de flavonoles (490 mg/100 g peso fresco), otras fuentes son las
cebollas, kale, berries, cocoa, té, vino tinto y especias. Por su parte las flavonas se encuentran
mayoritariamente en el perejil, orégano y tomillo (25-650 mg/100 g peso fresco), la apigenina
resalta en alcachofas, apio, cebolla morada y lechuga. Las flavanonas se encuentran presentes en
productos citricos (frescos y/o procesados), la naringenina es el mas abundante y se encuentra
presente en la toronja, en la lima resalta la hesperitina, mientras que en la naranja se encuentran
cantidades sobresalientes de ambas. El eriodictiol se encuentra presente principalmente en el limén.
Las isoflavonas solamente se encuentran en leguminosas como soya y sus derivados, las mas
representativas son la genisteina, daidzeina y glicetina. Las antocianinas se encuentran
principalmente en frutos y vegetales con tonalidades rojizas-azuladas, las méas representativas son
las uvas, berries, cereza, ciruelas, calabaza roja, cebolla morada, rabano, berenjena, cabe mencionar
que su presencia incrementa conforme avanza la madurez del fruto. Puntualmente en las berries se
han identificado cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina y petunidina, mientras que la
malvidina predomina en los vinos tintos, las cerezas y ciruelas son ricas en cianidina; la delfinidina
predomina en la berenjena y la pelargonidina en fresas y rabanos (Andres-Lacueva et al., 2009;
Ballard et al., 2019; Williamson, 2020).

Los flavanoles, se encuentran presentes en un amplio nimero de alimentos y bebidas derivadas de
frutos, como el vino tinto, cerveza, nueces, té, chocolate, donde los predominantes son las

catequinas y epicatequinas, por su parte la epigalocatequina, catequina 3-galato, epigalocatequina
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3-galato y galocatequina son abundantes en el té verde y cocoa (Andrés-Lacueva et al., 2009;
Ballard et al., 2019; Williamson, 2020).

2.4.3 Potencial Antioxidante y Funcionalidad Bioldgica

El envejecimiento es un proceso bioldgico inevitable, el cual se origina del cambio en las células
y tejidos, los cuales a través de los afios sufren un deterioro causado por factores ambientales,
enddgenos y genéticos (Di Meo et al., 2020; Lee et al., 2004).

Este cambio ocurre principalmente en las biomoléculas como proteinas, lipidos, carbohidratos y
acidos nucleicos, los cuales se deterioran ocasionando patologias cronico degenerativas y
posteriormente la muerte celular y del individuo. Existen moléculas que se encuentran
estrechamente relacionadas con el envejecimiento y la muerte celular, las cuales
se denominan radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ERO’s). El oxigeno
paraddjicamente es la principal fuente de estas ultimas, debido que la mitocondria de
organismos aerobicos, consume poco mas del 90 %, siendo esencial para la vida y al mismo
tiempo causando la oxidacion y muerte de células vitales (Chaverri et al., 2006; Di Meo et al.,
2020; Lee et al., 2004).

Sin embargo, resaltan otros radicales (Cuadro 4), que se caracterizan por ser altamente reactivos.
Estos radicales libres son cualquier tipo de compuesto quimico (atdmico o molecular) que es capaz
de subsistir por si mismo. Se caracterizan por presentar uno 0 mas electrones
desapareados en un mismo orbital molecular o atémico, volviéndolo inestable y altamente
reactivo captando electrones y/o protones de moléculas vitales para la vida. Los mas
importantes son los derivados del nitrégeno, oxigeno, carbono e hidrogeno. Cabe mencionar
que también se pueden encontrar compuestos clasificados como no radicales, que de igual forma
son altamente reactivos, sin embargo por su naturaleza quimica se incluyen en otras especies de
compuestos (derivados del cloro, nitrogeno) (Lozada et al., 2019).

El estres oxidativo se define como un desequilibrio en el balance homeostatico, (entre los
compuestos pro-oxidantes y los antioxidantes). Este estado se caracteriza por la produccion
excesiva de radicales libres, deteriorando la salud de la persona y ocasionando el desarrollo de

enfermedades crénico degenerativas (Zeng et al., 2021).
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Cuadro 4. Clasificacion de radicales libres y no radicales

Radicales libres No radicales
Especies Reactivas de Oxigeno Especies Reactivas de oxigeno
Superoxido Oo- H202

Hidroxilo OH
Hidroperoxilo HO;
Carbonato CO3”

Peroxilo RO>
Alcoxi RO
Radical de di6xido de carbono CO;
Oxigeno de orbital tnico

Acido hipobromoso HOBr?
Acido hipocloroso HOCI®
Ozono O3
Oxigeno de orbital tnico O
Peroxidos organicos: ROOH
Peroxinitrito ONOO™
Peroxinitraro 02NOO™
Acido peroxinitroso ONOOH?
Peroxomonocarbonato HOOCO,™

Especies Reactivas de Cloro

Especies Reactivas de Cloro

Atomo clorinado ClI

Acido hipocloroso HOCIb
Nitrilo clorado NO.CI®
Didxido clorinado CIO2

Cloraminas

Especies Reactivas de Nitrogeno

Especies Reactivas de Nitrogeno

Oxido nitrico
Dioxido de nitrogeno
Radical nitrato

Acido nitroso
Cation nitrosilo
Anion nitroxi
Tetroxido dinitrogenado
Trioxido dinitrogenado
Peroxiacetil nitrato

(Lozada et al., 2019)

Algunos de los factores de mayor relevancia en la aparicion del estrés oxidativo es el genético y la

predisposicion a padecer ciertas patologias, sin embargo los habitos también son factores

importantes como la ingesta elevada de grasas saturadas, sedentarismo, obesidad y otros habitos

como el consumo de drogas o alcohol en exceso (Figura 5) (Guan et al., 2021).

La actividad medicinal de los flavonoides estd estrechamente relacionada con su estructura

molecular, la cual resalta por la presencia de dobles enlaces, anillos aromaticos, y grupos hidroxilo

los cuales con capaces de captar radicales libres y ERO’s (Figura 6).
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Figura 5. Causas que propician el estrés oxidativo y su efecto en las células (Guan et al., 2021)

La capacidad antioxidante se debe a la capacidad de estabilizar radicales libres donando
electrones/protones, quelar metales o catalizar su reaccion, activar enzimas endogenas, reducir
radicales producidos por a-tocoferoles e inactivar oxidasas, entre otras. Aspectos de
biodisponibilidad y bioaccesibilidad tienen que ver con esta actividad bioldgica, puesto que
moléculas de peso molecular elevado deben ser degradas previamente para poder ser absorbidas
por el intestino delgado y posteriormente ser transferidas al torrente sanguineo. Este grado de
polimerizacion puede predecir la capacidad antioxidante a nivel in vivo. Asi mismo el estado en el
que se encuentre la molécula dependeré la potencia de la bioactividad (Heim et al., 2002; Kumar
etal., 2013).

Los métodos comunmente empleados para evaluar capacidad antioxidante de compuestos fendlicos
son in vitro y estan basados en la capacidad de transferir electrones y/o protones, (reacciones
redox), reduccion de cobre (CUPRAC), reduccion de radicales (ABTS, DPPH), capacidad
reductora de hierro (FRAP). Otros meétodos se basan en la competicion de caracteristicas
termodinamicas, entre los sustratos y los antioxidantes, entre ellos se incluyen el método ORAC
(capacidad de absorbancia del radical oxigeno), capacidad captadora de peroxilo (PSC) y ensayo

de reduccion de radicales peroxilos totales (TRAP) (Vuolo et al., 2019).
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Figura 6. Estructura de la quercetina, resaltando los grupos OH y dobles enlaces responsables
de la capacidad antioxidante (Farooqui et al., 2010)

Se ha investigado la capacidad antioxidante de subproductos agricolas y agroindustriales, como
cascaras, bagazos, hojas y tallos. Ferreyra et al., (2021), identificaron en el racimo de uvas (tallos
y cafia), acidos fendlicos como galico, siringico, cinamico, p-cumarico, flavanoles como catequina,
epicatequina, galato de epicatequina, galocatequina, flavanonas como naringenina, flavonoles
como quercetina-3-glucosido, kaempferol y miricetina, entre otros. Estos, tras su digestion
simulada in vitro, mantuvieron su actividad antioxidante (200-2000 umol ET/ g peso seco), con
contenidos de hasta 150 mg de compuestos fenolicos totales, equivalentes de acido galico por g de
peso seco.

Las plantas medicinales y aromaticas presentan compuestos fendlicos con capacidad antioxidante,
tal es el caso de el té dulce (Lithocarpus litseifolius), el cual es un producto que se consume desde
hace cientos de afios en China. Este contiene 2',6'-dihydroxy-4'-methoxyl-dihydrochalcona,
trilobatina, floridzina, floretina, 3-hydroxiphlorizina e isoquercitrina, que le confieren una alta
capacidad antioxidante (11.5 mg equivalentes de acido ascérbico/g de peso seco) (Liu et al., 2021).
Se han identificado acidos fendlicos en la pulpa del olivo, los cuales demostraron ser antioxidantes,
ademas de inhibir enzimas relacionadas con la hiperglicemia (Sylla et al., 2021). Asi mismo se ha
reportado apigenina, luteolina y derivados de diosmetina en hojas de chile habanero (C. chinense),
las cuales inhibieron los radicales DPPH y ABTS (Herrera-Pool et al., 2021).

Flavonoides de citricos son antioxidantes, en especial las flavanonas (nobiletina, tangeretina), un

reciente estudio apunta sus cualidades mediante una diversidad amplia de estudios in vitro e in vivo
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(Wang et al., 2021). Por otro lado Chen et al., (2021) estudiaron céascaras de 52 variedades de
citricos, identificando flavanonas como la naringenina, nairutina y neohesperidina, siendo las de
mandarina las que mayor capacidad antioxidante presentaron, por lo que estos subproductos
podrian llegar a ser una buena fuente de compuestos bioldégicamente activos.

Frutos como el platano, jujube, higos, uvas, guayaba, granada y fresa, resaltan por su contenido de
compuestos fendlicos totales, tal es el caso del jujube con 28 mg equivalentes de catequina por 100
g de fruto fresco, seguido de la guayaba con 11.85. En cuanto al contenido de flavonoides totales
resalta de igual forma el jujube con 0.23 mg equivalentes de rutina por 100 g de fruto fresco,
seguido del platano con 0.13 y la fresa con 0.10. El fruto con mayor capacidad antioxidante fue la
guayaba con 24.02 mmoles ET/ 100 g de fruto fresco, seguido de las uvas con 15.02, y el jujube
con 14.98. En cuanto a la inhibicion del radical DPPH, la guayaba inhibi6 el 198 %, seguido del
jujube con 165.55 % (Ghazzawi et al., 2021).

Las antocianinas son moléculas con capacidad antioxidante, capaces de coadyuvar en el
tratamiento de enfermedades como la aterosclerosis, cancer, diabetes, obesidad, entre otras (Garcia
et al., 2021). Estas son usadas como colorantes en alimentos (apigenidina, cianidina). Otros
flavonoides como la quercetina, luteolina, han presentado fuerte capacidad antioxidante, esto
debido a su estructura molecular resaltando que el anillo A -OCHgs, el anillo B- catecol y el anillo
C3-OH son los que mayor actividad ejercen, esto en ensayos in vitro (FRAP, ABTS, DPPH) (Xiong
et al., 2021). Extractos de berries en especial Blueberries (Vaccinium spp), han manifestado ser un
potencial nutracéutico y antiproliferativo, esto gracias a su actividad antioxidante (Jiang et al.,
2021; Maya-Cano et al., 2021).

2.5 Quimica Verde

El concepto de quimica verde se define como la reduccion y/o eliminacion del uso de sustancias
peligrosas en el disefio, manufactura y aplicacién de productos quimicos. El objetivo de esta sub-
disciplina de la quimica es alentar a los investigadores a considerar el impacto ambiental y en la
salud de las reacciones que llevan a cabo, asi mismo concientizar sobre los peligros al medio
ambiente por el uso de productos peligrosos. Anastas et al. (1998), propusieron los 12 principios

de la quimica verde los cuales se describen a continuacion.
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1. Prevencion
Refiere al concepto de prevenir la produccion de desechos quimicos. Es mejor prevenir que limpiar
o tratar los residuos después de ser generados. Es importante el disefio de procesos que sean capaces
de prevenir la formacién de deshechos.

2. Economia atomica
Los métodos sintéticos deben ser disefiados para maximizar la incorporacion de todos los
materiales usados durante el proceso en el producto final. Este concepto refiere a las sintesis y
reacciones quimicas, donde se puede medir a través de calcular el rendimiento con la siguiente
formula: % de economia atomica = (peso de los 4&tomos usados / peso de todos los reactivos) X
100. Si el porcentaje asciende a 50 solo la mitad de los atomos son incorporados al producto final
mientras que la otra mitad son desperdiciados o son productos no deseados.

3. Sintesis quimicas menos peligrosas
El disefio de la sintesis de productos quimicos debe generar sustancias que sean inocuas, 0 poco
toxicas tanto al ser humano como al medio ambiente siempre y cuando sea practico y conveniente.

4. Disefo de productos quimicos seguros
Los productos quimicos deben ser disefiados para preservar la eficiencia del funcionamiento, pero
reduciendo su toxicidad. Esto puede representar un enorme reto ya que se debe de mantener la
misma funcionalidad y eficiencia pero reduciendo la toxicidad. Es por ello que este principio debe
abordarse desde una perspectiva de toxicologia y quimica para tratar de optimizar los recursos.

5. Solventes seguros
Este concepto se refiere a que el uso de disolventes y sustancias relacionadas como agentes de
separacion, deben ser fabricados de forma segura e inocua siempre y cuando sea posible. Debido a
la energia gastada en todas las operaciones unitarias que conlleva el uso de disolventes, es necesario
valorar su uso, y de ser posible que estos puedan ser reutilizados y que no impacten de forma
negativa al medio ambiente y a la salud humana.

6. Disefio de eficiencia energética
Los requerimientos energéticos deben ser reconocidos por sus impactos ambientales y econdmicos
por lo que deben ser minimizados. Los métodos de sintesis deben ser elaborados a una temperatura
y presion cercanas al ambiente. En ocasiones las sintesis se elaboran de forma desmedida a
temperaturas y presiones que repercuten en el medio ambiente esto por su fuerte consumo

energético. Por lo que es necesario el disefio de sintesis sustentables.
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7. Uso de biomasas renovables
Una materia prima o biomasa puede ser renovable, siempre y cuando sea técnica y econémicamente
factible. Este concepto es muy importante, ya que potencialmente se pueden emplear subproductos
agricolas para sintetizar disolventes, generar energia, biocombustibles, entre otros. Se estima que
alrededor de 170 billones de toneladas de biomasa de plantas son producidas anualmente, de las
cuales solo el 3.5 % son empleadas por el humano. Se estima que para poder generar una
bioeconomia basada en estos recursos es necesario valorizar el 25 % de la produccién anual (cerca
de 40 billones de toneladas).

8. Reducir los derivatizantes
Los derivatizantes innecesarios deben ser minimizados en medida de lo posible, debido que su uso
involucra otras operaciones las cuales requieren el uso de reactivos y pueden generar desperdicios.
Este punto refiere a que se debe reducir el uso de grupos protectores en la sintesis o andlisis de
moléculas.

9. Catélisis
El uso de reactivos cataliticos provee superiores rendimientos que el uso de los reactivos
estequiométricos. Este principio puede ser relacionado con el primero y el segundo (prevencion y
economia atdmica), ya que el uso de catalizadores puede acelerar las condiciones de ciertas
sintesis/reaccion quimica, con esto se previene el desperdicio de energia y de a&tomos. Se sugiere
el uso de enzimas como catalizadores en vez de reactivos.

10. Disefiado para ser degradado
Los productos quimicos deben ser disefiados para que al final de su utilizacién puedan ser
degradados en productos inocuos y biodegradables, cerrando asi ciclos de economia circular.

11. Anaélisis en tiempo real de la prevencién de contaminacion
Este concepto se refiere a que es necesario el desarrollo de metodologias analiticas de monitoreo y
control en tiempo real de la formacion de sustancias peligrosas para evitar costos asociados en
tomar muestras, purificar, derivatizar etc.

12. Quimica mas segura para la prevencion de accidentes
La seleccion de sustancias empleadas en procedimientos quimicos debe ser elegida con base en la

seguridad y la prevencion de accidentes como derrames, explosiones y/o incendios.
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2.6 Métodos de Extraccion de Metabolitos Secundarios

Los métodos de extraccion de fitoquimicos se basan en la capacidad de transferencia de masa del
material vegetal al disolvente de extraccion, esto con base en su tamafio de particula, polaridad del
disolvente y del compuesto, estado fisico (fresco, deshidratado, molido o completo) del material
vegetal, pureza de los disolventes, asi como el tiempo y temperatura de extraccion (Seidel, 2012).
Un punto a considerar es el método por el cual se asiste al disolvente. En la Gltima década las
investigaciones en este ramo se han enfocado a optimizar las condiciones de proceso. Las méas
usadas y eficientes son la sonicacion ya sea mediante bafios ultrasénicos o sondas, microondas,
altas presiones, enzimaticos, fermentacion, etcétera. Cabe mencionar que si se trata de valorizar
algun residuo o biomasa, es importante extraer los fitoquimicos con métodos congruentes a la

sustentabilidad y la quimica verde.

2.6.1 Tradicionales

2.6.1.1 Maceracion con disolventes organicos. ElI método se basa en la transferencia de masa del
material vegetal hacia la disolucion que puede ser cualquier tipo de disolvente (polaridades
crecientes normalmente), en la cual se deja macerar 24 horas 0 mas (dependiendo del método y
metabolitos) (Figura 7). La proporcion peso/volumen y la agitacion son factores importantes para
optimizar la extraccion.

Se puede emplear temperatura para incrementar el rendimiento (dependera de que tan termolabil o
termo-resistente sean los compuestos de interés). La maceracion es el método mas usado a nivel
laboratorio e industrial para obtener aceites esenciales u otros compuestos de interés. Cabe
mencionar que el uso de disolventes organicos y clorados puede repercutir en la salud de los
manipuladores asi como del medio ambiente (Seidel, 2012). Este método si bien puede ser eficiente
para la extraccion de fitoquimicos, por su alto rendimiento, presenta una serie de desventajas, por
ejemplo, los tiempos de extraccion son mayores, (generando un mayor gasto energético), se

emplean temperaturas mayores a 40 °C (degradacion de compuestos). Por ultimo, una vez

44



terminado el proceso de extraccion, se debe separar el material vegetal del sobrenadante, para esto
comunmente se usan filtros de papel o centrifugacion. Una vez obtenido el extracto, se concentran
bajo presion reducida, normalmente con rotavapor, si bien este proceso sirve para retirar el
disolvente, pueden quedar trazas del mismo, contaminando el producto final.

Para aplicaciones cosméticas, alimenticias, farmacéuticas y nutracéuticas, los bioactivos deben ser
extraidos con tecnologias y disolventes inocuos, sin residuos de disolventes toxicos como metanol,
acetona, diclorometano, hexano, acetato de etilo y cloroformo, por mencionar algunos. Por lo que
en afios recientes el sector quimico se ha enfocado a la investigacion y desarrollo de nuevos
solventes capaces de extraer cantidades importantes de bioactivos, minimizando el riesgo de

contaminacion tanto medioambiental como para el ser humano.

¢

Figura 7. Maceracion con disolventes organicos

2.6.1.2 Toxicidad e impacto ambiental. Es bien sabido que el uso de solventes organicos en
particular los clorados ocasionan perjuicios para el medio ambiente y la salud humana.
Actualmente la produccion de solventes se estima en 20 millones de toneladas métricas, las cuales
deben de ser sometidas a largos procesos de purificacion y limpieza los cuales pueden llegar a ser
altamente toxicos (Clarke et al., 2018; Pacheco-Fernandez et al., 2019).

Un ejemplo de esto es el hexano el cual se emplea ampliamente para la extraccion de aceites, sin
embargo es un producto toxico (Hackl et al., 2018). Se ha documentado la potencial toxicidad de
disolventes organicos, principalmente los clorados como el diclorometano y cloroformo. Estos

pueden ocasionar serios dafos al organismo si son inhalados, ingeridos o0 administrados via topica.
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Resalta el cloroformo, dietil eter, cloruro de metileno, acetonitrilo, tolueno por ser los mas toxicos
en estudios in vivo (Kimura et al., 1971).

El dafio medioambiental de disolventes organicos se ha evaluado desde hace décadas, donde se ha
observado que los disolventes clorados son los mas contaminantes recomendando evitar su uso en
procesos industriales, el metanol, isopropanol, tolueno y xileno podrian ser una opcidon menos
dafina sin embargo no dejan de causar efectos negativos al medio ambiente (Hellweg et al., 2004).

2.6.2 Emergentes

2.6.2.1 Disolventes Eutécticos Profundos (DES). En el 2003 el grupo del Dr. Andrew Abbott
(Abbott et al., 2003) postuld los primeros DES, los cuales se basaban en la mezcla de sales
cuaternarias de amonio como el cloruro de colina, azlcares y/o &cidos orgénicos. Los DES son
faciles de sintetizar, se obtienen al mezclar y calentar aceptores de enlaces de hidrogenos (HBA) y
donadores de enlaces de hidrogeno (HBD). Estos, por separado presentan caracteristicas
fisicoquimicas y puntos de fusion diferentes, sin embargo, al mezclarse en relaciones molares

especificas estos modifican sus caracteristicas dando lugar a mezclas eutécticas (Figura 8).

Liquido
Ti

AN, 2 A T2

+ | B + Liql.lidu
Liquido I 1

T T
| '(Tw Isoterma eutéctica
1

— | |

Solide A+B | I
I 1 I

| 1 | L L i1 | 1 |

10 20 30 40 50 60 7O 80 90 100

B

Temperatura °C

0
A Fraccion en peso de B
Figura 8. Diagrama de fases eutéctico

Los DES se clasifican en 5 tipos (Abbott et al., 2004; Abbott et al., 2003; Abranches et al., 2022;
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Schaeffe

1.

2
3
4.
5

retal., 2021).

Sal cuaternaria de amonio + cloruro metélico

Sal cuaternaria de amonio + cloruro metalico hidratado

Sal cuaternaria de amonio + donador de enlaces de hidrdgeno

Cloruro metalico hidratado + donador de enlaces de hidrégeno

Aceptor de enlaces de hidrégeno + donador de enlaces de hidrogeno (terpenos o acidos
fendlicos)

Pueden estar formados de un amplio nimero de sales y otras moléculas los cuales se muestran en
el Cuadro 5.
Las estructuras de los HBA y HBD son &cidos y bases de Lewis o Brgnsted y pueden contener una

variedad

de especies anidnicas y cationicas. El aceptor de protones mayormente usado es el cloruro

de colina (ChCl) debido que es econémico, biodegradable y su toxicidad es minima, siendo un

compuesto que cumple con algunos de los principios de la quimica verde y es cominmente usado

como aditivo en alimentos para aves (De Oliveira Vigier et al., 2019; Zhang et al., 2012).

Cuadro 5. Donadores y aceptores de enlaces de hidrégenos usados para sintetizar DES
Tipo de compuesto HBA Tipo de compuesto HBD
Acidos Citrico Acidos Malico
organicos/carboxilicos Lactico organicos/carboxilicos Tartarico
Malico y fendlicos Cinamico
Sales cuaternarias de Betaina Cafeico
amonio D/L-Prolina Benzoico
Cloruro de colina Butirico
N,N-diethylethanol Maldnico
cloruro de amonio
Terpenos DL- mentol Acético
Timol
Glicerol Laurico
Piravico
Aminoacidos L-prolina
L-alanina
Glicina
L-histidina
L-treonina
L-lisina
L-arginina
Carbohidratos y Glucosa
polioles Fructuosa
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Sucrosa
Glucosa
Glicerol
Lactosa
Xilitol
Sorbitol
Manosa
Maltosa
Etilenglicol
1-2-Propanediol
Alcoholes 1,4-butanodiol
1,2-butanodiol
1,6 Hexanediol
2,3-butanodiol
(Benvenutti et al., 2019; Chen et al., 2020)

Figura 9. Formacién de los DES (ivan et., 23)donde los dos rimeros viales muestran el
HBA (ChCl) y el HBD (urea), mientras que los dos ultimos muestran liquidos (DES) resultantes
de la asociacién de ambos compuestos.

2.6.2.1.1 Sintesis. La sintesis consiste en la mezcla del HBA y HBD en proporciones molares
especificas esto dependiendo del punto eutéctico de cada compuesto y de su temperatura de fusion.
Se suelen agregar ambos en un frasco cerrado con agitacion constante y temperaturas de 50-80 °C,
hasta la formacién de una mezcla homogénea liquida (1-3 horas) (Figura 9).

En este proceso no ocurren reacciones quimicas con formacion de nuevos enlaces formales entre
el HBA y el HBD, no se desprende ningun desecho, por lo que también tiene un valor O de factor
E (masa del desecho total/ masa del producto),o un 100 % de economia atémica, cumpliendo con

el segundo principio de la quimica verde, ya que todos los 4&tomos que se depositaron en un
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principio son los que contiene al final de la sintesis. Los DES Son altamente solubles en agua y
comunmente higroscopicos, esta cualidad permite la precipitacion de compuestos de interés. En la
figura 10 se muestran ejemplos de las interacciones supramoleculares entre el HBA y HBD (De
Oliveira Vigier et al., 2019; Zhang et al., 2012).

2.6.2.1.2 Propiedades fisicoquimicas. Las propiedades fisicoquimicas relevantes en el estudio de
los DES son la viscosidad, densidad, conductividad, polaridad, miscibilidad en disolventes con
diferente polaridad, temperatura de congelacion y tension superficial, entre las mas relevantes.
Estas propiedades se encuentran estrechamente relacionadas con la temperatura a la que se
encuentre el sistema y pueden ayudar a dirigir sus potenciales usos industriales (De Oliveira Vigier
etal., 2019; Hansen et al., 2021; Zhang et al., 2012). La supresion del punto de congelacion de los
DES se debe a las interacciones entre los HBA y HBD, esto se debe a que ambos forman una nueva

fase, de caracteristicas diferentes a las de ambos compuestos por separado.

. Oxygen atom O Hydrogen atom . Carbon atom

Hydrogen bond

Hydrogen bond acceptor (ChCl) Hydrogen bond donor (lactic acid) Natural Deep Eutectic Solvent (ChCl-lactic acid)

Figura 10. Interacciones supramoleculares entre el aceptor de enlaces de hidrégenos y el donador
de enlaces de hidrogeno (Mohd Fuad et al., 2021)

Existen algunas combinaciones de DES en las cuales se pueden comportar como liquidos a
temperatura ambiente, como las combinaciones de ChCl (HBA) con glicerol, etilenglicol,
butanediol, acido lactico, levulinico, entre otros, sin embargo el liquidus de esos DES, dependera

de la proporcién molar entre sus componentes (De Oliveira Vigier et al., 2019; Hansen et al., 2021;
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Zhang et al., 2012).

En cuanto a su densidad es una propiedad importante ya que delimita cuales aplicaciones
industriales se pueden llevar a cabo, la mayoria de los DES presentan densidades de entre 1.0 a
1.35 g/cm?® a 25 °C, siendo ligeramente superiores a la densidad del agua. La densidad se debe
principalmente a las caracteristicas moleculares del arreglo espacial dictado por las interacciones
entre los HBD y los HBA vy a las variaciones de temperatura. Por ejemplo, los DES sintetizados
con acidos organicos suelen ser mas densos por la cantidad de grupos acidos presentes, en el caso
de los dioles y alcoholes dependera del tamafio de la cadena de carbonos. También se correlaciona
con las proporciones molares y la fuerza y extension de los iones presentes en el HBD (De Oliveira
Vigier et al., 2019; Hansen et al., 2021; Zhang et al., 2012).

La viscosidad es un parametro de importancia que debe ser estudiado en proyectos que involucren
DES, ya que delimita sus aplicaciones. La viscosidad depende estrechamente de la temperatura y
de la proporcion de agua que esté presente en el DES. Para DES anhidros se han reportado valores
mayores a 100 mPa.s. Los DES formados con dioles y alcoholes suelen presentar viscosidades
menores a 100 mPa.s a temperaturas de entre 20 y 30 °C. Un ejemplo de esto, es que los DES
formados de ChCl/etilenglicol 1:4 molar tienen una viscosidad de 19 mPa.s a 20 °C, esto sin afiadir
agua.

La viscosidad también se debe a la formacion e interaccion de los enlaces de hidrogeno
intermoleculares; por ejemplo se ha observado que DES formados con ChCl/glicerol, donde a
mayor proporcion de glicerol menor sera su viscosidad debido a la formacion de enlaces de
hidrégenos estables, por el contrario no se han observado cambios significativos entre la viscosidad
en DES formados con etilenglicol o butanediol.

Otras fuerzas intermoleculares y electrostaticas que afectan a la viscosidad son las fuerzas de van
der Waals, el tamafio y movimiento de los iones (De Oliveira Vigier et al., 2019; Hansen et al.,
2021; Zhang et al., 2012). Normalmente en la literatura se puede observar diferencias entre los
valores de viscosidad de los DES, debido a las metodologias usadas, asi como él porcentaje de agua
en el DES, método de sintesis y otros factores (temperatura, pureza de compuestos).

La conductividad iénica se correlaciona con la viscosidad y la densidad, ya que entre mas densos
y Viscosos sean, menor sera la capacidad de transferir energia entre los iones presentes. La
mayoria de los DES presentan una conductividad de 1 mS/cm a temperatura ambiente. Sin
embargo, los DES compuestos por dioles y alcoholes como el etilenglicol, butanediol, hexanediol,
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glicerol, entre otros presentan conductividades idnicas mayores a 7.61 mS/cm (De Oliveira
Vigier et al., 2019; Hansen et al., 2021; Zhang et al., 2012).

La polaridad es un aspecto de alta relevancia si se desea emplear el DES para extraccion de
fitoquimicos, debido la afinidad de los metabolitos. En este caso se pueden emplear métodos
solvatocromicos para estimarla. Los DES con mayor polaridad son los conformados por alcoholes
de cadena corta como el glicerol y etilenglicol y otros HBD con grupos funcionales polares y bajo
peso molecular como la urea (De Oliveira Vigier et al., 2019; Hansen et al., 2021; Zhang et al.,
2012).

En cuanto a la tension superficial, esta depende estrechamente de las interacciones intermoleculares
y de la fuerza de las mismas entre los HBD y HBA. Esto se debe a los enlaces de hidrégenos
formados entre si y de su intensidad, por ende, el HBD juega un papel importante en esta
caracteristica (De Oliveira Vigier et al., 2019; Hansen et al., 2021; Zhang et al., 2012).

2.6.2.1.3 Usos. Los DES cuentan con una amplia gama de usos industriales, tanto asi que algunos
autores los han reconocido como los solventes del siglo XXI (Paiva et al., 2014). Algunos de los
usos industriales enfocados a la energia, son la habilidad de solubilizar el CO; lo cual puede
optimizar los procesos de separacién, purificacion, catalisis, fijacion quimica del gas, entre otros.
Por otro lado, gracias a la formacion de enlaces tipo enlaces de hidrégeno, los DES pueden disolver
Oxido de metales (aluminio, cromo, cobre, niquel, zinc, entre otros) brindando una alternativa verde
para su separacion y reciclaje (Smith et al., 2014). Asi mismo gracias a esta cualidad se pueden
usar como coadyuvantes de limpieza y pulido en la industria metaldrgica (Zhang et al., 2012).

Se han usado también en la industria de los combustibles, esto gracias a su alta polaridad los DES
pueden usarse para separar subproductos resultantes de la produccion de biodiesel como lo es el
glicerol. En la quimica organica e inorganica se han usado como catalizadores de reacciones de
naturaleza acida y alcalina y para la sintesis de compuestos de interés. Otras aplicaciones de los
DES son en el area de electroquimica, principalmente en la electrodeposicién, asi como en la
elaboracion de materiales, principalmente; nano particulas, materiales de carbono entre otros
(Hansen et al., 2021; Smith et al., 2014; Zhang et al., 2012).

Un uso frecuente gue en los ltimos afios ha sobresalido son sus aplicaciones en quimica analitica,
en particular la extraccion de analitos de mezclas complejas (plaguicidas, metales pesados e
hidrocarburos poli aromaticos), la modificacion de nano particulas de silice, absorbentes para

mejorar la extraccion, diluyentes de muestras solidas, solventes de elucidén en cromatografias de
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columna y como fases mdviles para cromatografias liquidas (Shishov et al., 2017). Se han
estudiado también su uso terapéuticos y farmacoldgicos, resaltando el incremento de la
solubilizacion de medicamentos y nutracéuticos, reportando resultados prometedores gracias a su
inocuidad, capacidad de solvatacion, administracion y absorcién. Estos DES con propiedades
terapéuticas se les denomina THEDES (Therapeutic Deep Eutectic Solvents) por sus siglas en
inglés (ljardar et al., 2022; Paiva et al., 2014).

En afios recientes se ha indagado acerca de la eficiencia de los DES para procesar biomasas
agricolas, las cuales se componen de celulosa, hemicelulosa, lignina y polisacaridos, los cuales se
podrian aprovechar para la produccién de biocombustibles Otros usos dados a los DES son en
bioquimica para estabilizar biomoléculas y enzimas. En genémica se han usado para estabilizar
acidos nucleicos (Hansen et al., 2021).

2.6.2.1.4 Evaluacién ambiental y toxicidad de DES. Generalmente los DES y en especial los
NaDES (disolventes eutécticos profundos naturales) se consideran no toxicos y biodegradables, sin
embargo, recientes investigaciones han identificado algunos aspectos interesantes sobre su posible
toxicidad en modelos in vivo, lo que podria comprometer las aplicaciones biomédicas y biologicas.
Grozdanova et al., (2020) evaluaron la genotoxicidad y citotoxicidad de NaDES elaborados con
cloruro de colina, &cido citrico, glicerol, 1,2-propanediol y glucosa; usaron fibroblastos de raton
CCL-1 evaluados a dos tiempos de exposicion 24 y 72 h. Identificaron mayor citotoxicidad en el
NaDES hecho de acido citrico y 1,2 propanediol, mientras que en los otros se observo que a medida
que el tiempo transcurrié la toxicidad decrecia, por lo que la toxicidad fue tiempo y dosis
dependiente. Asi mismo todos los NaDES evaluados presentaron moderada genotoxicidad excepto
el NaDES de cloruro de colina y glicerol el cual presenté una mayor genotoxicidad en las mismas
concentraciones evaluadas.

Macario et al. (2019) evaluaron algunas combinaciones de DES en dos lineas celulares de piel
humana (queratinocitos HaCaT y melanocitos MNT-1). Resaltaron que el HBA juega un papel
fundamental en cuanto a la toxicidad de los DES, comentan que el cloruro de colina produjo un
ligero incremento en la viabilidad de las células antes mencionadas, mientras que el cloruro de
tetrabutilamonio fue téxico. Por otro lado, los HBD como el acido butirico presenté toxicidad, sin
embargo, el etilenglicol y urea ejercieron un aumento en la viabilidad celular. El &cido hexanoico
incremento la viabilidad solo en la linea HaCaT siendo toxico en la MNT-1, mientras que el 1-
propanol mostro resultados inversos al anterior. En cuanto a los DES formados con dichos HBA'y
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HBD, los elaborados con ChCl y etilenglicol y 1-propanol mostraron un incremento en ambas
lineas celulares, mientras que los DES con ChCl y 4cido hexanoico, butirico y urea solo mostraron
un aumento en la HaCaT, sin mostrar efectos toxicos en la MNT-1, excepto el ChCl/acido butirico
el cual mostro ligera toxicidad. Esto podria ser usado como referencia para futuros modelos y/o
disefios de creacion de biomateriales.

Otro estudio revel6 la toxicidad de los NaDES en modelos in vitro. Mbous et al., (2017) estudiaron
la citotoxicidad de dos NaDES y un DES, formados por cloruro de colina y glucosa o fructosa, y
cloruro de amonio de N,N-dimetiletanol y trietilenglicol, respectivamente. Primero evaluaron la
citotoxicidad en células cancerosas HeLa S3, PC3, AGS, A375, MCF-7 y WRL-78, donde todos
los NaDES evaluados presentaron toxicidad con una ECso (concentracion media efectiva) de 98 a
616 mM, siendo la AGS la més susceptible. Asi mismo el NaDES con fructosa fue el mas citotoxico
en comparacion con la glucosa como HBD. Por otro lado, el NaDES con fructosa fue el mas
citotoxico contra las células antes mencionadas. Esto se pudo deber a la viscosidad, pH, y
metabolismo de la fructuosa el cual produce productos de glicacion avanzada, en contraste con la
glucosa. Los autores analizaron la permeabilidad celular, destacando que el DES produjo una
mayor destruccién de las células, seguido del NaDES con fructosa. Los compuestos por separado
mostraron toxicidad contra AGS, siendo el mas téxico el trietilenglicol, seguido del cloruro de
colina, cloruro de amonio de N,N-dimetiletanol, fructosa y glucosa. EI DES por su parte mostrd
una mayor produccién de ROS, en contraste con los NaDES. En cuanto al modelo in vivo, la DLso
sorprendentemente fue menor para el NaDES con glucosa, seguido del NaDES con fructosa y el
DES. Los autores mencionan que esto se puede deber a la viscosidad del NaDES ya que fue
inyectado al raton por lo que pudo haber blogueado el flujo sanguineo. En los analisis bioquimicos
se observé que el érgano diana de los NaDES es el higado ya que es el responsable de metabolizar
la fructosa y la glucosa, en exceso se sabe que dafa las células hepaticas (Mbous et al., 2017).
Radosevi¢ et al. (2018) evaluaron la citotoxicidad de NaDES en células HeLa, HEK293T y MCF-
7; los maés citotoxicos fueron los elaborados con cloruro de colina (HBA) y acido oxalico o urea
(HBD’s), mientras que el NaDES de betaina/acido malico y prolina estimul6 el crecimiento de las
lineas celulares. Estos resultados pueden sugerir el uso de NaDES como agentes anticancerigenos.
Hayyan et al. (2016), evaluaron algunos NaDES en lineas celulares de cancer HeLa S3, CaOV3,
MCF-7 y B16F10, identificando que el NaDES con cloruro de colina (HBA) y acido malénico
(HBD) tuvo una mayor citotoxicidad, en todas las lineas, esto debido a su viscosidad, pH y
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naturaleza del &cido orgéanico.

Se ha investigado en modelos murinos la toxicidad aguda de extractos ricos en &cidos fendlicos y
NaDES con betaina y glicerol 1:2 molar, observando que después de la ingestion del NaDES las
ratas mostraron pereza, falta de apetito y fatiga, esto debido al glicerol y su viscosidad, asi mismo
murieron dos ratas en los primeros 10 dias de tratamiento. EI consumo de alimento disminuyd por
ende el peso, pero el consumo de agua aumento, debido a alteracion osmolitica causada por el
glicerol. También se observo un incremento en el colesterol y triglicéridos debido a la presencia de
betaina. Se detectd hepatomegalia pero sin dafio hepatico, asi como un aumento en el tamafio de
riflones igualmente sin dafio o cambio respecto al grupo control. Se observd un aumento de estrés
oxidativo en el plasma esto debido al glicerol el cual provoca oxidacion lipidica renal (Benlebna et
al., 2018).

Estudios de citotoxicidad de DES y NaDES se han llevado a cabo con la linea celular HEK-293,
reportando que los HBA y HBD como la glucosamina, 1,4-butanediol, 1,3-butanediol, cloruro de
colina y maltosa son ligeramente citotoxicos, los NaDES con cloruro de colina/ glucosamina y
cloruro de colina/rafinosa fueron los mas toxicos, esto debido a las altas concentraciones de cloruro
de colina 9:1 y 11:2, respectivamente. Por el contrario, los azlcares evaluados como el sorbitol
fructosa, glucosa, galactosa, manosa, sucrosa, rafinosay los alcoholes etilenglicol, 1,2-propanediol
y glicerol no presentaron toxicidad. Asi mismo los NaDES hechos con cloruro de colinay 1,2
propanediol, glicerol, sucrosa y fructosa fueron ligeramente citotoxicos (Ahmadi et al., 2018).

Se ha estudiado la ecotoxicidad de los DES y de sus compuestos por separado determinando que
no son tdxicos, para ambientes acuaticos. De los evaluados el etilenglicol fue el menos tdxico
mientras que sales cuaternarias como el cloruro de tetrapropilamonio fue el méas toxico  (Macario
etal., 2018). Se ha evaluado la citotoxicidad, fitotoxicidad y la biodegradabilidad en agua de varios
DES elaborados con cloruro de colina y glicerol o glucosa o acido oxalico como HBD’s, de los
cuales este ultimo presento citotoxicidad contra células CCO y MCF-7. Al igual el DES elaborado
con acido oxalico presentdé mayor incremento en la produccion de malondialdehido y una
disminucion del contenido de clorofila en el modelo vegetal estudiado, al igual hubo un desbalance
en las enzimas antioxidantes decreciendo la SOD, GPx, CAT e incrementando la APOX (ascorbato
peroxidasa). Sin embargo, los NaDES con glicerol y glucosa presentaron resultados favorables en
cuanto a la viabilidad celular y vegetal. Los tres NaDES resultaron ser biodegradables a los 14 dias
(Radosevi¢ et al., 2015).
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2.6.2.1.5 DES para extraccion de metabolitos secundarios. La extraccion de metabolitos
secundarios de interés industrial y medicinal a partir de plantas, frutos, vegetales, biomasas,
materiales lignoceluldsicos, es una de las mas recientes y utiles aplicaciones de los DES y NaDES.
Esto se empez0 a explorar desde que Daivan et al. (2013) y Dai et al. (2013), postularon a los
NaDES los cuales se componen de metabolitos primarios mezclados con sales cuaternarias como
HBAs, los cuales son capaces de solubilizar fitoquimicos ain mas que el agua presente en la célula
vegetal, por lo tanto, estos NaDES son una opcién excelente de disolventes alternativos para
extraerlos.

A la fecha una gran cantidad de articulos originales y de revisién se han publicado remarcando los
trabajos sobre optimizacion de los parametros de extraccion de fitoquimicos de diversas fuentes
naturales. Los NaDES y los DES al ser biodegradables, y cumplir con varios de los principios de
la quimica verde se han usado para valorizar subproductos agricolas, y biomasas con la finalidad
de promover disolventes sustentables que sean congruentes con la generacion de economias
circulares (Alam et al., 2021; Ali Redha, 2021; Balaraman et al., 2021; Benvenultti et al., 2019;
Jablonsky et al., 2018; Ruesgas-Ramon et al., 2017).

Una de las ventajas del uso de DES y NaDES para la extraccién de fitoquimicos en particular de
tipo fendlico es que la formacion de enlaces de hidrdgeno entre el HBA y el HBD evita la
degradacidn e incrementa la extraccion, estabilidad y solubilidad de los mismo.

En la Figura 11 se plasma un modelo propuesto por Lu et al. (2020) donde se observa la interaccion
de los DES con flavonoides. Uno de los HBD comunmente usado para la extraccion de flavonoides
son los dioles y alcoholes, debido al gran niamero de grupos OH los cuales pueden interaccionar de
manera eficiente con los flavonoides y/o acidos fendélicos. Del mismo modo pueden interaccionar
los grupos hidroxilo de los HBD con los grupos hidroxilo de los componentes de la pared celular
como celulosa, hemicelulosa y pectina y asi formar enlaces de hidrégeno. Sin embargo, los DES
formados con &cidos organicos como HBD pueden dar lugar a iones de hidronio los cuales pueden
hidrolizar a dichos componentes de la pared celular, por lo tanto, se pueden liberar al medio. Para
facilitar la penetracion del DES en la célula vegetal cominmente se usan tecnologias emergentes
como el ultrasonido, microondas, entre otros (Alam et al., 2021; Balaraman et al., 2021; Benvenultti
etal., 2019; Misan et al., 2020).

Las propiedades fisicoquimicas (viscosidad, densidad, polaridad, solubilidad y conductividad) de
los DES influyen directamente en la extraccion de los metabolitos. La viscosidad limita la

55



transferencia de masa entre el material vegetal y el disolvente, por lo que se puede ajustar con la
adicidn de agua. Esto se debe a que el agua compite por la formacion de enlaces de hidrégeno entre
los componentes del DES disminuyendo la viscosidad, sin embargo, si esta sobrepasa el 50 %
puede dafar la estructura supramolecular del DES, rompiendo por completo la red de enlaces de
hidrégeno, convirtiendo la mezcla en una solucion acuosa sobresaturada de los componentes del
DES. Asi mismo la proporcion molar afecta la extraccion de flavonoides. Se ha observado que la
combinacion de cloruro de colina y glicerol en proporcién molar 1:2, respectivamente, mejora el
rendimiento. Sin embargo, cuando se aumenta el glicerol a una proporcion molar 1:5,
respectivamente, ésta disminuye, ya que se produce una interferencia que debilita las interacciones
entre el metabolito y el anion del cloruro de colina (Alam et al., 2021; Balaraman et al., 2021;
Benvenutti et al., 2019; Misan et al., 2020) .

Diversas investigaciones han evaluado mezclas de DES compuestos de cloruro de colina y &cidos
orgénicos o dioles para la extraccion de compuestos fendlicos. La mayoria de las extracciones se
efectlan asistidas por bafio de ultrasonido, sin embargo, los tiempos pueden ir desde 10 a 480 min,
con temperaturas que oscilan entre 25 y 100 °C. Los HBD mayormente reportados para este fin
son el etilenglicol, propanediol, butanediol y glicerol (Alam et al., 2021; Balaraman et al., 2021;
Benvenutti et al., 2019).
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Figura 11. Modelo por el cual los DES son capaces de solubilizar fitoquimicos de células
vegetales (Lu et al., 2020)

2.7 Ultrasonido

El ultrasonido es una tecnologia novedosa que cumple con algunos de los principios de la quimica
verde, ademas de que es sustentable por minimizar los tiempos de extraccién, por ende, existe un
menor gasto energético, asi mismo no genera residuos. Otra de las ventajas es que minimiza el
consumo del disolvente y se puede aplicar para diferentes propdsitos desde la extraccion de
metabolitos secundarios, aceites esenciales y otros compuestos de pureza grado alimenticio y
farmacéutico (Chemat et al., 2017; Kumar et al., 2021; Rao et al., 2021).

El mecanismo por el cual las ondas ultrasonicas rompen la célula vegetal se ha estudiado
minimamente, sin embargo, se conoce gue se encuentran involucrados al menos cuatro reacciones
fisicoquimicas, el primero es la cavitacion acustica, la cual produce una fuerte energia en el

disolvente, que a su vez propicia la implosion de las burbujas formadas por la misma cavitacion
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dando como resultado micro remolinos los cuales dafian la célula, erosiondndola y rompiéndola.
Durante este fenémeno se producen otros cuatro los cuales son fragmentacidn, erosion, capilaridad
y sonoporacion (Chemat et al., 2017; Ranjha et al., 2021). En la Figura 12 se muestran los
fendmenos implicados en la cavitacion acustica propuesto por (Flores et al., 2021).

La fragmentacion ocurre por la notable reduccion del tamafio de particula del material vegetal, esto
es debido a que las particulas colisionan por las ondas ultrasonicas, y por la generacion de burbujas
las cuales colapsan bruscamente provocando la fragmentacion. Esto beneficia a la extraccion ya
que al minimizar el tamafio de particula se incrementa la superficie de contacto con el disolvente
provocando una mayor transferencia de masa del material vegetal al mismo (Chemat et al., 2017).
Un fendmeno ligado a la fragmentacion es la erosion de la célula vegetal, la cual mediante imagenes
obtenidas con microscopio electronico de barrido por sus siglas en inglés SEM, se puede
corroborar. Esto se debe a que las burbujas formadas por la cavitacion pueden llegar a erosionar
las estructuras de la planta incrementando la extraccion del interior al exterior (Chemat et al.,
2017; Rao et al., 2021).

El efecto de la sonocapilaridad se refiere a la velocidad y profundidad con la cual penetra el
disolvente entre la estructura de la célula vegetal, esto se puede observar mediante cinéticas de
extraccion, donde se corrobora que la extraccion se optimiza con ultrasonidos que con maceracion.
Esto se puede deber a la capacidad de retencion de agua por el material vegetal sometido al
ultrasonido; un ejemplo de esto es que la pulpa de manzana tratada puede retener hasta un 70 %
méas de agua que el tratamiento con maceracion, lo que provoca una mayor difusion de los
fitoquimicos de la célula al exterior. La sonoporacion por su parte, es un fenémeno fisico el cual
se refiere a la creacion de poros en la membrana celular causados por la cavitacion acustica,
ocasionando la difusion del interior al exterior, esto se puede deber a las perforaciones en la
membrana celular (Chemat et al., 2017; Flores et al., 2021).

La fuerza de corte producida por el ultrasonido mejora las propiedades de extraccion de
fitoquimicos, ademés también ayuda al mezclado y emulsificacion en ciertas aplicaciones
alimenticias. En procesos a temperaturas por arriba de los 60 °C, y tiempos de extraccion largos,
se puede observar un efecto de destruccion y destexturizacion (Chemat et al., 2017; Flores et al.,
2021).
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Figura 12. Fendmenos fisicoquimicos ocurridos durante la ultrasonicacién (Flores et al., 2021)

Por otro lado, la amplitud y la frecuencia son dos parametros de importancia en la extraccion por
ultrasonidos. A mayor potencia se incrementa la fuerza de corte, y el rendimiento de extraccién de
metabolitos, sin embargo también se produce una deformacién y ruptura total de la célula vegetal,
genera una implosion mas violenta, y un aumento considerable de la temperatura destruyendo los
compuestos de interés (Rao et al., 2021).

La frecuencia con la que las ondas son generadas normalmente es de 20 a 25 kHz, sin embargo, se
ha observado que se puede ser selectivo con los fitoquimicos dependiendo las frecuencias usadas.
A mayores frecuencias se produce una disminucion en la intensidad con la que la cavitacion ocurre,
por lo que se necesitaria un mayor tiempo de extraccion (Chemat et al., 2017; Kumar et al., 2021).
Con potencias altas también se pueden generar radicales libres debido a la formacion y colapso de
la cavitacion acustica. Estos radicales pueden oxidar y reducir los compuestos presentes, tambiéen
se ha observado que pueden ocurrir modificaciones quimicas en los flavonoides como el
incremento de su hidroxilacién por lo que podrian incrementar su actividad antioxidante,
contrarrestando los efectos de los radicales generados (Flores et al., 2021; Gouda et al., 2021).

El efecto de los pulsos se ha estudiado brevemente, resaltando que si se opera en modo pulsado se
puede reducir la formacidn de burbujas, mejorando la intensidad con la cual estas colapsan y causan

el dafio a la célula vegetal lo que propicia una mayor extraccion de fitoquimicos (Rao et al., 2021).
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Estos fendmenos de ondas acuUsticas mecénicas se propagan en el disolvente, mediante los ciclos
de compresion y refraccion, produciendo los fendmenos antes mencionados.

El ultrasonido puede cambiar los enlaces intermoleculares entre los fitoquimicos, un ejemplo de
esto se observo con la camfotecina un monoterpeno aislado de Camptotheca acuminata donde el
ultrasonido transformé los enlaces disulfuro a enlaces tipo tiol, modificando la estructura molecular
(Gouda et al., 2021). El ultrasonido produce fendbmenos sonoquimicos y sonoluminiscencia la cual
consiste en la emision de luz generada por la cavitacion acustica, esta emision puede generar
reacciones quimicas. Esto se genera debido a que la ruptura de las burbujas antes formadas se
produce de forma violenta explosionando y/o colapsando dentro de la célula vegetal, esto a
presiones por arriba de 1,000 atm y temperaturas por arriba de los 5000K, las cuales son las
responsables de los cambios quimicos (Rao et al., 2021).

Es interesante la aplicacion del ultrasonido en el pre tratamiento de biomasas lignocelulésicas ya
que esta puede incrementar la accesibilidad de los disolventes a la compleja estructura de la lignina,
celulosa y hemicelulosa. Diversas investigaciones han documentado la recuperacion y extraccion

de lignina bajo tratamientos con ultrasonidos (Flores et al., 2021).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad los modelos de produccion agricola intensivos originan miles de toneladas
de desechos y subproductos, los cuales en ocasiones se eliminan a través de su traslado a cuerpos
de agua y/o combustionan, lo que genera serios problemas de salud. En los vertederos propician la
aparicion y proliferacion de fauna nociva, olor fétido, afectaciones paisajisticas, alteran las
comunidades vegetales aledafas y si el ganado lo consume ad libitum puede generar desbalances
metabolicos, ademas de una intoxicacion si el material se encuentra contaminado de plaguicidas.
Todo esto puede impactar en la economia del productor puesto que las regulaciones y sistemas de
gestion de calidad, exigen un programa de administracion de residuos, que si no se cumple, muchas
de las ocasiones no podran exportar sus productos. Aunado a esto, una vez terminada la cosecha,
las plantas se someten a un tratamiento quimico con desecantes-herbicidas, que aceleran el proceso
de defoliacion. Terminado dicho proceso, se cortan las plantas y se queman, liberando productos
de descomposicién y metabolitos de estos agroquimicos, que potencialmente pueden contaminar
cientos de kilometros a la redonda.

La valorizacidn de estos residuos debe ser acorde a los principios de la quimica verde apegados a
la sustentabilidad, por lo que los procesos y/o alternativas de transformacion deben ser disefiados,
optimizados y escalados a nivel industrial previa consideracion de que las operaciones unitarias

sean factibles en estos sentidos.
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4. JUSTIFICACION

La valorizacion de biomasas agricolas es una tendencia en la investigacion cientifica, ya
que se busca optimizar estos recursos para transformarlos a otros con mayor valor agregado. La
extraccion de fitoquimicos de biomasas seglin la pirdmide de valorizacién de residuos es la
actividad que mayor valor agregado brinda, por lo que su factibilidad cientifica y tecnolégica se ha
intensificado en los ultimos afios.

El pimiento morrén es uno de los cultivos agricolas con mayor produccién en México, lo que lo
hace atractivo para su investigacion como fuente de fitoquimicos, ademas de que las cantidades de
biomasa son superiores a otros cultivos. Dentro de su composicion presenta fitoquimicos con
actividad antioxidante los cuales han tomado auge debido a la llegada del Sars-CoV-2 y al
incremento en problemas de salud asociados a patologias de sindrome metabdlico, por lo que su
demanda en el mercado increment6 considerablemente.

Las nuevas tecnologias de extraccion de fitoquimicos permiten obtener mayores rendimientos con
mayor pureza y en tiempos reducidos, ademas de ser biodegradables e inocuos. Entre estas el uso
de una nueva generacion de disolventes llamados DES (disolventes eutécticos profundos) para la
extraccion de metabolitos resalta por ser mas rentable, sustentable y eficiente en comparacion con
los disolventes organicos. Aunado al uso de disolventes sustentables, la utilizacion de ultrasonido
acelera el proceso de obtencion, reduciendo el tiempo y por ende los gastos energéticos, ademas
de que es una tecnologia potencialmente escalable.

El optimizar los pardmetros de extraccion de fitoquimicos permite reducir costos y tiempos de
produccién dando como resultado una mejora en los procesos actuales. Implementar modelos
matematicos para estudiar y predecir pardmetros relevantes para la extraccion de fitoquimicos es
una de las estrategias mas importantes para establecer su reproducibilidad, el potencial de
escalamiento y utilidad en procesos industriales. En este caso, la optimizacion de la extraccion de
flavonoides de biomasa de pimiento morron puede ayudar a dilucidar las posibles aplicaciones de
valorizacion de este recurso; ademas de coadyuvar a minimizar el impacto ambiental generado por
la produccion agricola de este fruto. Por dichas razones el presente estudio tiene una justificacion

de tipo cientifica y ambiental.
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5. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢ Cuales fitoquimicos y en que concentraciones estaran presentes en la biomasa (tallos

y hojas) de pimiento morrén?

¢ Qué caracteristicas fisicoquimicas y espectroscopicas presentaran los DES sintetizados?

¢ Cual serd el donador de enlaces de hidrégeno que extraiga mayor cantidad de flavonoides
totales, luteolina 7-O-glicésido y quercetina 3-O-ramndsido?

¢Cuales seran las variables de proceso que optimicen la extraccion de flavonoides totales,

luteolina 7-O-glicdsido y quercetina 3-O-ramnosido?

¢Cual seré la capacidad antioxidante por los métodos ABTS, DPPH, FRAP y ORAC que

presente el extracto optimizado de biomasa de pimiento morrén?
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6. HIPOTESIS

Los fitoquimicos presentes en la biomasa de pimiento morron son flavonoides glicosilados,

terpenoides, alcaloides y esteroles.

Los DES sintetizados presentan caracteristicas fisicoquimicas y espectroscopicas similares a
lo reportado en la literatura con la polaridad y viscosidad suficientes para servir como medio

de extraccion de flavonoides de biomasa de pimiento morrdn.

El DES que extrae mayor cantidad de flavonoides totales, luteolina 7-O-glicosido y
quercetina 3-O-ramnosido, es el formado por el donador de enlaces de hidrégeno 1,6-
hexanediol en una proporcion molar 1:1 combinado con ChCl como aceptor de enlaces de

hidrégeno.
Las variables de proceso que optimizan la extraccion de flavonoides totales, luteolina 7-
O-glicosido y quercetina 3-O-ramnosido de biomasa de pimiento morrén son el tiempo y la

potencia (amplitud) del ultrasonido.

La capacidad antioxidante del extracto optimizado por los métodos ABTS, DPPH, FRAP,
ORAC se encuentra dentro del rango de 4-30 mmoles ET/100 g BS.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo General

Optimizar la extraccion de flavonoides de biomasa de pimiento morrén (Capsicum annuum L),

mediante Disolventes Eutécticos Profundos (DES), asistidos por ultrasonido.

7.2 Objetivos Especificos

1. Realizar el tamizaje fitoquimico de la biomasa de pimiento morrén.

2. Sintetizar los DES y evaluar sus caracteristicas fisicoguimicas y espectroscopicas.

3. Evaluar los donadores de hidrégenos (HBD) que forman DES con ChCl en diferentes relaciones
molares, en cuanto a la extraccion de flavonoides totales, luteolina 3-O-glicésido y apigenina 7-
O-glicésido.

4. Optimizar la extraccion de flavonoides totales, luteolina 3-O-glicdsido y apigenina 7-O-
glicosido mediante metodologia de superficie de respuesta y cuantificarlos mediante las

condiciones optimas.

5. Evaluar la capacidad antioxidante in vitro del extracto optimizado por los métodos ABTS,
DPPH, FRAP y ORAC.
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8. MATERIALES Y METODOS

La investigacion fue de tipo experimental y descriptiva. Se llevd a cabo dentro de las
instalaciones del CIAD Coordinacion Culiacéan, especificamente en los laboratorios de Alimentos

Funcionales y Nutracéuticos, Plaguicidas, Bioprocesos y la Planta Piloto.

8.1 Material de Estudio

Se colect6 la biomasa (hojas y tallos) de chile pimiento morron (Capsicum annuum L), tipo Blocky,
variedad Thames F1, de Bejo Zaden® durante mayo de 2021. Fue sembrado a cielo abierto, en las
coordenadas 24°34'39.9"N 107°31'45.6"W y 24°34'46.8"N 107°32'00.1"W. Especificamente se
colectaron las plantas de la parcela nimero 40, tablas 3y 4. Se colectaron 30 plantas completas las
cuales presentaban estados de maduracion del fruto avanzados-senescentes. El sitio de colecta

pertenece al municipio de Culiacan, Sinaloa, México.

8.2 Acondicionamiento

Una vez realizada la colecta, se procedio a separar manualmente los érganos vegetativos (hojas y
tallos). Después se procedio a la deshidratacion en un horno marca Excalibur® modelo D90OSHD,
durante 12 horas a 60 °C. Una vez deshidratado, se molieron las hojas en un molino marca IKA®,
modelo universal M20. Los tallos se molieron en un pulverizador marca Pulvex® modelo 300. Una
vez molido las hojas y los tallos se conservaron por separado en bolsas de polipropileno a
temperatura ambiente (20 °C-30 °C). Para todos los analisis posteriores se realizé una mezcla entre
los tallos y hojas (75-25 % respectivamente), previamente se tamizaron por separado en un tamiz

con una malla 40.
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8.3 Identificacion de Fitoquimicos de Biomasa de Pimiento Morron (Etapa 1)

8.3.1 Extraccion de Fitoquimicos con Disolventes Organicos

Se extrajeron los fitoquimicos de la biomasa, mediante disolventes organicos (hexano,

diclorometano y metanol). Los extractos se elaboraron pesando 300 g de biomasa y 1 L de los

disolventes por separado. La extraccion se realizO por maceracion en un matraz Erlenmeyer,
durante 24 ha30£5 °Cya 700 rpm (Seidel, 2005).

8.3.2 Tamizaje Fitoquimico

Para conocer los grupos de metabolitos secundarios presentes en la biomasa se llevo a cabo un

tamizaje fitoquimico siguiendo los métodos de Harborne (1984), Houghton et al. (1998) y Jones et

al. (2012). Se realizaron evaluaciones colorimétricas para los siguientes grupos de fitoquimicos

flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas, terpenos, esteroides, glicésidos, esteroles, quinonas y

cumarinas. Todas las pruebas se realizaron por triplicado en tubos de ensayo de 20 mL. En el

Cuadro 6 se plasman los métodos efectuados.

Cuadro 6. Métodos para realizar el tamizaje fitoquimico

Fitoguimico Prueba Determinacion Resultado positivo
Flavonoides Shinoda A 2 mL del extracto, afiadir 2 Para flavonas, flavonoles,
gotas de HCI concentrado, derivados 2,3-dihidro vy
seguido de virutas de xantonas coloracién naranja,
magnesio o zinc. rosa, rojo y/o violeta.
Si se us6 zinc, para
flavanonoles rojo intenso-
violeta, flavanonas y
flavonoles rosa-violeta.
Acido A 2 mL del extracto afadir 2 Para flavonas y flavonoles
sulfurico gotas de HxSOq, coloracion amarilla.
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Fitoquimico Prueba Determinacion Resultado positivo
(H2SO4) Chalconas y auronas
coloracion rojo-azul.
Flavanonas coloracion
naranja-rojo.
Hidroxido de A 2 mL del extracto afiadir 2 Presencia de flavonoides.
sodio al gotas de NaOH al 20 %. coloracion amarilla.
(NaOH)
Taninos Cloruro A 2 mL del extracto afiadir 2- Presencia de taninos
férrico 3 gotas de FeClz al 5 %. hidrolizables coloracion azul-
(FeCls) negro. Taninos condensados
coloracion verde-negro.

Gelatina-sal A 2 mL del extracto afiadir 2- Precipitado color  blanco
3 gotas de una solucién de indica presencia de taninos.
gelatinaal 5%y NaCl al 1 %.

Saponinas Agitacion A 2 mL del extracto adicionar Espuma densa y consistente
20 mL de H2O en ebullicion. indica la presencia de
Agitar vigorosamente durante saponinas.
10 min, dejar reposar 10 min.
Variante: concentrar 10 mL
del extracto y adicionar 20 mL
de H20 en ebullicion. Agitar
vigorosamente durante 10 min
y dejar reposar otros 10 min.
Cumarinas  Hidroxido de A 2 mL del extracto, afiadir 2 Coloracién amarilla indica
sodio gotas. presencia de cumarinas.
(NaOH) al 10
%
Quinonas Acido A 2 mL del extracto afiadir 2 Coloracion naranja-rojo
sulfurico gotas de H2SO4 concentrado.  presencia de quinonas.
(H2S0s4)
Esterolesy  Liebermann- Concentrar 10 mL del Presencia de esteroles
terpenos Burchard extracto, resuspender en 5 mL  coloracion azul-verde.
de cloroformo. Afadir 2 mL Presencia de triterpenos
de anhidrido acético y colocar coloracion rojo-café.
en bafio de hielo hasta llegar a
0 °C. Afadir 1 mL de H2SO4
concentrado.

Salkowski ~ Concentrar 10 mL del Presencia de esteroles
extracto, resuspender en 5 mL coloracién amarillo-roja en la
de cloroformo y afiadir 2 mL capa de cloroformo, mientras
de H2SO0x4. que en el &cido se puede

apreciar tonalidades verde-
azul.
Glicésidos Keller- A 2 mL del extracto afiadir 1 Coloracion verde-azul y cafe-
cardiacos y Killiani mL de &cido acético glacial, 1 rojo, resultado positivo para

antraquinonas

mL de FeClzal 5%y 1 mL de

glicosidos cardiacos.
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Fitoquimico Prueba

Determinacion

Resultado positivo

Acido
sulfirico
(H2S04)

Kedde

Baljet

Borntrager

Alcaloides

H»S0O4 concentrado.
A 2 mL del extracto afiadir 1
mL de H2SO4 concentrado

Solucion A: Dilucion al 2 %
de 4,5 acido dinitrobenzoico
en MeOH. Solucion B:
Dilucion al 5.7 % de KOH en
H>0. Afadir una gota de cada
solucion a 0.2 mL del
extracto.

Solucion A: Disolver éacido
picrico en EtOH (1 g/100 mL).
Solucion B: Disolver 10 g de
NaOH en 100 mL de H:O.
Combinar ambas soluciones
1:1. Afadir 2-3 gotas a 2 mg
del extracto.

A 2 mL del extracto afiadir 1
mL de H2SO4 al 5 %, hervir y
filtrar. Afadir 3 mL de
cloroformo y reposar durante
5 min. Afadir 1.5 mL de
hidréxido de amonio al 10 %.

Preparacién de las muestras: Concentrar 30 mL del extracto, adicionar

Coloracion rojo-café positivo
para glicosidos cardiacos.

Coloracién azul-morado al
cabo de 5 minutos. Presencia
de glicosidos cardiacos.

Coloracion naranja-rojo
presencia de  glicosidos
cardiacos.

Positivo para antraquinonas
coloracién rosa-rojo.

5mL

de HCl y calentar a 45 °C durante 10 min. Enfriar y filtrar. El filtrado dividirlo
en los tubos correspondientes a las pruebas.

Hager

Mayer

Wagner

Dragendorff

Solucién saturada de &cido
picrico. Afadir de 2 a 3 gotas.
Solucién A: 1.36 g de HgCl:
en 60 mL de H20. Solucion B:
5 g de Kl en 10 mL de H20.
Combinar ambas y aforar a
100 mL.

Diluir 1.27 g de 12 sublimado
y 2 KI en 20 mL de H20O,
aforar a 100 mL.

Solucion A: 1.7 g de Bi(NOs)®
y 20 g de 4cido tartarico en 80
mL de H20. Solucién B: 16 g
de Kl en 40 mL de H20.
Mezclar en partes iguales y
dejar reposar.

Presencia  de  alcaloides
precipitado amarillo.
Precipitado  blanco-amarillo
positivo.

Precipitado café.

Precipitado café-naranja.
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8.3.3 Identificacion de Compuestos Organicos Volatiles Mediante GC/MS

Para identificar los compuestos organicos volatiles mediante GC/MS. Se us6 un cromatografo de
gases Agilent 7890B con detector de espectrometria de masas de trampa ionica (CG-1T-MS Agilent
240), columna VF-5 MS, 30m x 0.25mm x 0.25 um. Las muestras fueron inyectadas a puertos de
inyeccion split/splitless de forma automatica con ayuda de un automuestrador GC sampler 80 de

Agilent. Las condiciones se muestran en el Cuadro 7.

Cuadro 7. Rampa de temperatura del horno del cromatografo

Etapa Temperatura Velocidad Duracion (min)  Tiempo total
°C (°C/min) (min)
Inicial 100 0 5 5)
1 180 20 5 15
2 230 5 6 30.5
3 275 15 7 41.125
4 300 25 45

Temperatura del Inyector: 250 °C; Gas Cargador: Helio con un flujo de 1.0 pl min-1; Modo: Pulsed
Splitless

Los espectros de masas fueron comparados con la biblioteca del equipo (NIST 2011b Mass Spectral
Library usando la busqueda NIST MS, o la probabilidad basada en el formato de busqueda por
coincidencia como parte de tecnologias Agilent estacion de trabajo MS Software Version 7.0.1),
aquellos compuestos con un porcentaje de similitud superior al 60 fueron considerados como
presentes en los extractos. Cabe mencionar que se usaron extractos de metanol y acetonitrilo para
su evaluacion; no se pudieron evaluar los extractos obtenidos con DES debido que dentro de su

composicidn se encuentra un 30 % de agua, la cual no es compatible con la metodologia.

8.4 Sintesis de DES (Etapa II)

La sintesis de los DES se realizo siguiendo el método descrito por Santana et al., (2019). La
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formacion de los DES consistio en la mezcla en proporciones molares especificas de HBA'y HBD
(Cuadro 8). Se pesaron las cantidades correspondientes para sintetizar las relaciones molares 1:1,
1:2,1:3y 1:4 entre el HBA (ChCl) y entre los HBD respectivos. Se depositaron ambos en un frasco
de vidrio cerrado y se sintetizaron mediante sonicacion en un bafio ultrasonico marca Cole Parmer®
modelo EW-08895-07, con 240 VAC y 50 Hz de potencia, durante 30 min a 80 °C una vez
transcurrido el tiempo se afiadid 30 % de agua destilada, se agitaron vigorosamente y se sonicaron

durante 15 min mas.

Cuadro 8. Aceptores y donadores de enlaces de hidrégenos empleados en el estudio

Tipo de Aceptor de Donador de Tipo de Agua  Molaridad
aceptor de enlaces de enlaces de donador de (%)
enlaces de hidrégenos hidrégenos enlaces de
hidrégenos hidrégenos
Acido 1:1
levulinico
Acido 1:2
levulinico
Acido 1:3
Ie\gjcli'géco Acido organico 1:4
levulinico
Acido lactico 1:1
Acido lactico 1:2
Acido lactico 1:3
Acido lactico 1:4
1,4-butanediol 1:1
Sal cuaternaria Cloruro de 1,4-butanediol 30 1:2
de amonio colina (ChCl)  1,4-butanediol 1:3
1,4-butanediol 1:4
1,6-hexanediol 1:1
1,6-hexanediol 1:2
1,6-hexanediol 1:3
1’62%2?5.(“0' Dioles/alcoholes 1‘1"
Glicerol 1:2
Glicerol 1:3
Glicerol 1:4
Etilenglicol 1:1
Etilenglicol 1:2
Etilenglicol 1:3
Etilenglicol 1:4

71



8.5 Evaluacion Fisicoquimica y Espectroscopica de los DES Sintetizados

8.5.1 pH

Se determino el pH de los DES mediante un potenciometro marca Hanna modelo HI 2211.

8.5.2 Densidad

La densidad se determin6 a 20 °C siguiendo la formula universal de la densidad p= m/v. Se realiz
en un matraz aforado (a peso constante). Los resultados se expresaron g/cm?® (Che Zain et al., 2021).

8.5.3 Viscosidad

La viscosidad se determind a 20 °C en un viscosimetro Brookfield DV-I1 Plus, se uso el spindle
namero 2, evaluando a 100, 150 y 200 rpm. Todas las determinaciones se realizaron con un
porcentaje de torque del equipo de entre 20 a 80 %. Solo se determinaron los DES hechos con
ChCl/acido levulinico 1:1 molar, ChCl/1,4 butanediol 1:1 molar, ChCl/glicerol 1:1, 1:4 molar y
ChCl/1,6 hexanediol 1:1, 1:4 molar. Se expreso la viscosidad en mPa.s (Abbott et al., 2004).
8.5.4 Conductividad Eléctrica

La conductividad eléctrica de los DES se evalué mediante un conductimetro TDS&CD: las lecturas

se realizaron a 20 °C. Se expresaron las lecturas como uS/cm (Zannou y Koca, 2022).
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8.5.5 Miscibilidad

La miscibilidad se realizé siguiendo el método descrito por Shafie et al., (2019). Se mezclaron en
un tubo de ensaye 2 mL de DES con 2 mL del solvente a evaluar: hexano, acetato de etilo,
diclorometano, acetona, metanol, etanol y agua (por separado). Ambos se mantuvieron a 20 °C. Se
agito con vortex durante 30 seg y se observo la miscibilidad o separacion de fases de ambos. Se
reportd como M (miscible) y NM (no miscible).

8.5.6 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

Se obtuvieron los espectros de infrarrojo mediante transformada de Fourier, con un equipo Perkin
Elmer Spectrum Two USA. El método usado fue reflectancia total atenuada (ATR), se obtuvieron
las sefiales de 4,000 a 600 cm™ (Wang et al., 2021).

8.5.7 Andlisis Estadistico

Los resultados se contrastaron mediante una prueba ANOVA de dos factores (tipo de HBD y
proporcién molar), totalmente al azar con seis y cuatro niveles, respectivamente. Los analisis se
realizaron por triplicado. Las medias se compararon mediante una prueba de Tukey al <0.05 de
significancia, mediante el software Minitab 18®.

8.6 Extraccion de Flavonoides Totales, Luteolina 7-O-glicosido y Quercetina 3-O-ramndsido
para Seleccionar el HBD (Etapa IlI)

La extraccién para la etapa preliminar consistié en evaluar las variables a estudiar durante la
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optimizacion, las cuales fueron relacion solido liquido (55 mg/mL), tiempo (14 min), amplitud (60
%), pulsos (35 seg de trabajo) y temperatura (40 °C). Se sometieron las muestras a una extraccion
en un sonicador de sonda marca Sonics & Materials (USA) modelo Vibracell VC 505, 500 W de
potencia y 20 kHz de frecuencia, se usé una sonda de 1/2 pulgada.

Seguido de la extraccion, los extractos se centrifugaron a 10,000 rpm, durante 15 min'y se recupero
el sobrenadante para las determinaciones subsecuentes. Se hicieron extractos control con EtOH al
80 %, MeOH al 80 % y agua.

8.6.1 Cuantificacion de Flavonoides Totales

Se determinaron mediante el método descrito por Ghasemi et al., (2009) el cual consistio en agregar
en una microplaca de 96 pocillos, 10 pL de los extractos, seguido de 250 puL de agua destilada, 10
puL de AlClzal 10 %y 10 uL de CH3CO:K 1M. Se dejé incubar durante 30 min y se leyo la
absorbancia a 415 nm mediante un lector de microplacas Synergy HT (Biotek, Inc, EUA). Se uso6
como blanco EtOH al 80 % y se elabor6 una curva estandar de quercetina de 0 a 1.0 mg/mL. Los

resultados se expresaron como mg equivalentes de quercetina por g de muestra seca.

8.6.2 Cuantificacion de Luteolina 7-O-glicésido y Quercetina 3-O-ramnoésido

Se adquirieron los estandares cromatograficos de Sigma-Aldrich/Merck (USA). Se disolvieron en
metanol grado cromatografico. Se prepararon soluciones stock de 1 mg/mL para luteolina 7-O-
glicosido y 1.82 mg/mL de quercetina 3-O-ramnosido. Posteriormente se prepararon soluciones
stock intermedias con fase movil (A: formiato de amonio 5mM ajustado a pH 3 en agua y B:
metanol y 0.1 % de &cido formico) ajustando la concentracién a 50 ng/uL y 10.1920 ng/uL. Se
preparo una dilucion intermedia 2, ajustando las concentraciones a 5 ng/ulL y 1.02 ng/uL para
elaborar los puntos de la curva de calibracion que correspondieron a N1 (50 ng/mL), N2 (100
ng/mL), N3 (250 ng/mL), N4 (500 ng/mL), N5 (2500 ng/mL) y N6 (5000 ng/mL) para luteolina 7-
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O-glicosido. Para quercetina 3-O-ramnosido, las concentraciones fueron N1 (10.19 ng/mL), N2
(20.38 ng/mL), N3 (50.96 ng/mL), N4 (101.92 ng/mL), N5 (509.60 ng/mL) y N6 (1019.20 ng/mL).
La cuantificacion se realizé en un cromatografo de liquidos de ultra alta resolucion (UPLC)
Acquity serie H Waters, con una columna BEH C18 de 1.7 um, 2.1 x 50 mm, inyectando un
volumen de 5.0 uL. Se usaron como fase mévil A) formiato de amonio 5mM ajustado a pH 3y B)
metanol acidificado con 0.1 % de formiato de amonio. Se ajusto el flujo a 0.35 mL/min y la
separacion cromatografica fue por gradiente empezando con 83 y 17 %, para A y B,
respectivamente. Al minuto 5.50 se cambi6 a 10 y 90 %, al minuto 7.50 10 y 90 %, al minuto 7.51
se modificaron a 83y 17 % y al minuto 10 se mantuvo a 83 y 17 %, respectivamente.

La identificacion se efectud en un espectrometro de masas XEVO-TQ-S Waters, usando la estacion
de trabajo MassLynx. Los iones fueron monitoreados usando el monitored de reaccién mdltiple
para al menos dos transiciones (ion "padre"” y ion "hija"). Se usé como técnica de fragmentacion la
ionizacion por electrospray (ESI), utilizando el modo positivo para la quercetina 3-O-ramnosido y
el modo negativo para la luteolina 7-O-glicdsido. Se monitorearon el ion precursor para quercetina
3-O-ramnosido 448.97 m/z y sus iones producto; 85.21 m/z y 303.24 m/z, ambos a 0.025 Dwell
(s), 6 V del cono y eV de colision 20 y 10, respectivamente. Mientras que para luteolina 7-O-
glicosido el ion precursor fue 447 m/z y sus iones producto fueron 256 y 285 m/z, ambos con 0.025
Dwell (s), 42 V de cono, 40 de colision (eV) y 25, respectivamente.

8.6.3 Andlisis Estadistico

Los resultados se contrastaron mediante una prueba ANOVA de tres factores, con seis, uno y cuatro
niveles, respectivamente. Los analisis se realizaron por triplicado. Las medias se compararon
mediante una prueba de Tukey al <0.05 de significancia, mediante el software Minitab 18®. Los
analisis de cuantificacion por UPLC-ESI-MS/MS solo se efectuaron una vez por ende no se

pudieron contrastar estadisticamente.
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8.7 Optimizacion del Proceso de Extraccion de Flavonoides Totales, Luteolina-7-O-glicosido y

Quercetina 3-O-ramndsido (Etapa 1V)

Se realizo el proceso de optimizacion de flavonoides totales, luteolina-7-O-glicésido y quercetina

3-O-ramnosido. Para esto se llevd a cabo un disefio central compuesto rotable, mediante la

metodologia de superficie de respuesta, la cual se llevo a cabo en el software Minitab 18®.

Las variables de proceso fueron el tiempo (seg) y la potencia de ultrasonicacion (Watts). Las

variables fijas del proceso fueron la relaciéon solido liquido 50 mg/mL, el porcentaje de agua
incluido en la sintesis de DES (30 %), el tipo de DES seleccionado (ChCl/1,6-Hexanediol 1:1

molar) y la temperatura 50 °C. Las variables de respuesta a optimizar fueron los dos flavonoides

glicosilados antes mencionados y los flavonoides totales. Los resultados se expresaron como pg/g

de BS y flavonoides totales expresados como mg equivalentes de quercetina /g de BS. En el cuadro

9 se plasman las variables a estudiar con sus respectivos niveles.

Cuadro 9. Disefio central compuesto rotable con variables codificadas y naturales

Orden de corrida Tipo de punto Tiempo (seg) Potencia (%)
1 1 -1.00000 (15) -1.00000 (35)
2 1 1.00000 (65) -1.00000 (35)
3 1 -1.00000 (15) 1.00000 (85)
4 1 1.00000 (65) 1.00000 (85)
5 -1 -1.41421 (4) 0.00000 (60)
6 -1 1.41421 (75) 0.00000 (60)
7 -1 0.00000 (40) -1.41421 (24)
8 -1 0.00000 (40) 1.41421 (95)
9 0 0.00000 (40) 0.00000 (60)
10 0 0.00000 (40) 0.00000 (60)
11 0 0.00000 (40) 0.00000 (60)
12 0 0.00000 (40) 0.00000 (60)
13 0 0.00000 (40) 0.00000 (60)

Una vez que se realizaron las 13 evaluaciones, los datos se ingresaron al programa Minitab 18 para

optimizar-maximizar las variables y obtener las condiciones éptimas de proceso. Se replico el

experimento bajo esas condiciones tres veces, y los datos se contrastaron con los predictivos. Para
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comparar los resultados del extracto optimizado con DES y con extractos hidroetandlicos, se
realiz un analisis ANOVA y una comparacion de medias mediante la prueba de Tukey al <0.05

de significancia.

8.8 Evaluacion Antioxidante in vitro del Extracto Pptimizado (Etapa V)

Se evalud la capacidad antioxidante del extracto optimizado y del extracto hidroetandlico 80 %, a
manera de comparacion. Para esto se emplearon métodos basados en la transferencia de electrones

y protones

8.8.1 ABTS

Se prepard una solucion stock de ABTS 7.4 mM y una solucion stock de persulfato de potasio 2.6
mM, ambas se mezclaron en volumenes iguales y se dejaron en reposo, protegidas de la luz, a
temperatura ambiente durante 16 h. De esta mezcla se elabord la solucion de trabajo la cual
consistié en diluir con EtOH absoluto para obtener una absorbancia de 0.7-1.0 a 734 nm. Se prepard
una solucion stock de Trolox 1mM, con la cual se elabord una curva de calibracion de 0.1 a 1.0
mM equivalentes de Trolox. Para el ensayo se depositaron 10 pL del blanco, curva de calibracion
y muestra en una microplaca de 96 pocillos, seguido se afiadieron 190 pL del radical ABTS, se
dejo reaccionar durante 2 h a 20 °C, cubierto de la luz. Una vez transcurrido el tiempo se leyé la

absorbancia a 734 nm en un espectrofotometro (Thaipong et al., 2006).

8.8.2 DPPH

Se prepard una solucion de DPPH 100 uM y una solucion stock de Trolox 1mM. Se prepard una

curva de calibracion de 0.1 a 1.0 mM de Trolox. Para el ensayo se depositaron 10 pL del blanco,
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curva de calibracién y muestra en una microplaca de 96 pocillos, seguido se anadieron 190 pL del
radical DPPH, se dejo reaccionar durante 30 min a 20 °C, cubierto de la luz. Una vez transcurrido

el tiempo se leyd la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro (Karadag et al., 2009).

8.8.3 ORAC

Se preparé un buffer de fosfatos 75 mM ajustado a pH 7.4, una solucién de fluoresceina 22.5
mg/mL en buffer de fosfatos (solucion stock), de la cual se tomaron 100 pL y se aforé a 10 mL con
el buffer de fosfatos (solucion intermedia). De esta Gltima solucion se tomaron 400 pL y se aforaron
a 25 mL con buffer de fosfatos (solucion de trabajo). Se prepard una solucién de AAPH 2.6 mg/mL
con buffer de fosfatos y una curva de calibracion de Trolox 400 uM. En una microplaca de fondo
obscuro se depositaron 230 pL de agua destilada en las filas y columnas externas esto para tratar
de mantener los pocillos de adentro a una temperatura estable. Posteriormente se depositaron 25
uL de blanco, curva de calibracion y muestra. Previamente se depositaron en el equipo la solucién
de trabajo de fluoresceina y de AAPH para ser dispensados automaticamente. Se colocé la placa
dentro del lector de microplacas a una temperatura de 37 °C y se procedié a realizar el experimento
el equipo dispensé de 150 uL fluoresceina 'y de AAPH 50 uL y tomo lecturas durante 70 min con
intervalos de 60 seg con una longitud de onda de excitacion de 485 nm y de emision de 580 nm
(Huang et al., 2002).

8.8.4 FRAP

Se prepard un buffer de acetato 400 mM acidificado con &cido acetico glacial. Se prepar0 una
solucion de TPTZ 30 mM, una solucion de FeCls*6H>0 60 mM, una solucion stock de Trolox 1mM
para elaborar una curva de calibraciéon de 0.1 a 1.0 mM. El reactivo FRAP se elabord previo al
experimento, mezclando 10 mL de buffer de acetato, 1 mL de la solucion de TPTZ30 mMy 1 mL

de la solucion FeClz*6H.O 60 mM, se agitd con vortex y se procedié a realizar el ensayo. Se
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tomaron 30 pL del blanco, curva de calibracion y muestra y se depositaron en una placa de 96
pocillos, posteriormente se les adiciond 110 pL del reactivo FRAP. Se dej6 reaccionar durante 4
min a 20 °C, con ausencia de luz. Una vez transcurrido el tiempo se ley6 a una absorbancia de 593
nm (Ghasemzadeh et al., 2012).

8.8.5 Andlisis Estadistico

Los resultados se contrastaron mediante un ANOVA de un factor con dos niveles. Las

determinaciones se realizaron por triplicado. Las medias se compararon mediante prueba de Tukey
al <0.05 de significancia.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Identificacion de Fitoquimicos de Biomasa de Pimiento Morron (Etapa 1)

9.1.1 Tamizaje Fitoquimico

Comunmente el tamizaje fitoquimico o marcha fitoquimica es un conjunto de técnicas
colorimétricas preliminares las cuales sirven para orientar el curso de la investigacion fitoquimica.
Estos resultados preliminares ayudan a conocer la naturaleza quimica de los componentes en
plantas medicinales o productos vegetales ademas son econdémicos y faciles de realizar, por lo que
su uso data desde varias décadas atrés.

En el Cuadro 10, se aprecian los resultados del tamizaje fitoquimico, donde se puede observar la
abundancia de compuestos fenolicos como flavonoides y taninos, esteroles, antraquinonas,
cumarinas, quinonas, saponinas, y presencia de alcaloides, principalmente en el extracto
metanolico, debido la polaridad de los compuestos y del disolvente. Por lo que extractos de tipo
polar como etandlicos, metanolicos, acuosos podrian ser de mayor utilidad que los apolares, esto
por la abundancia de metabolitos identificados. A nuestro conocimiento este es el primer trabajo
donde se muestra el tamizaje fitoquimico de biomasa agricola de pimiento morrén no comestible
(combinacion de hojas y tallos).

Una revision elaborada por Carvalho Lemos et al. (2019), menciona la presencia de flavonoides
glicosilados en hojas y tallos de chiles, en particular estos ultimos resaltan por su presencia en
frutos de chiles siendo la luteolina y apigenina los mas concurrentes. Hojas de chiles de origen
coreano de variedad no especificada arrojaron cantidades significativas de diferentes glicésidos de
luteolina y quercetina (Cho et al., 2020), concordando con lo arrojado por el tamizaje fitoquimico.
Por otro lado, estudios realizados en hojas de chile habanero originario de México arrojaron una
gran diversidad de flavonoides glicosilados principalmente derivados de la luteolina y apigenina
(Herrera-Pool et al., 2021). Hojas de chiles bell pepper variedad Mazurka originario de Holanda,
presentaron flavonoides principalmente el graveobidsido A, cinardsido, apin y apigetrina (Genzel
etal., 2021).
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Respecto a la alta presencia de terpenos, era de esperarse puesto que estos metabolitos son los mas
abundantes en la naturaleza, ademas de que por el supuesto estrés al que estaban sometidas las
plantas, se esperaba un incremento de estos. Sin embargo, el extracto que mas abundancia presentd
fue el hexanico por la afinidad de terpenos con su polaridad (hidrofébicos) (Boncan et al., 2020).
Prokopenko et al., (2013), identificaron algunos compuestos lipofilicos de hojas y tallos de C.
annuum (variedad no especificada, origen ruso), donde resalto la presencia de acidos grasos como
el palmitico y linoleico, hidrocarbonados como el neofitadieno, untriacontano, escualeno y
fitoesteroles como el tocoferol, stigmasterol y campesterol.

Algunas otras investigaciones han efectuado el tamizaje en otras especies/variedades de Capsicum.
Prabakaran et al., (2017) identificaron mediante HPTLC flavonoides (quercetina) en fruto de
pimiento morrdn, esto en extractos organicos como hexano, cloroformo, acetato de etilo y etanol.
También identificaron algunos tetraterpenos como el licopeno. Asi mismo Tankeo et al. (2014),
identificaron alcaloides, antraquinonas, saponinas, esteroides, taninos y triterpenos de frutos de C.
annuum variedad no especificada. Igualmente (Noumedem et al., 2013), analizaron frutos de C.
frutescens, identificando presencia de alcaloides, fenoles, terpenos, flavonoides y antraquinonas.
Otros compuestos de relevancia bioactiva son las saponinas y alcaloides los cuales se encuentran
presentes en el extracto metandlico de la biomasa de pimiento morrén. De Lucca et al. (2002) y de
Lucca et al. (2006), demostraron la actividad fungicida de saponinas esteroidales presentes en
frutos de chile cayenne (C. frutescens). Un par de afios més tarde su publicé la actividad contra
Microsporum y trichophyton de la saponina CAY-1 aislada de este mismo chile (Stergiopoulou et
al., 2008).

En semillas de chile C. annuum var acuminatum se identificaron las saponinas de tipo furanostanol
denominadas capsicésido E, F y G, las cuales presentaron actividad antifungica e inhibidora de
levaduras. Esto, debido a la presencia de oligosacaridos unidos a la aglicona de la saponina, ademas
del grupo metilo del radical 3 y el grupo hidroxilo del carbono C2 (lorizzi et al., 2002). Se ha
identificado la saponina capsicésido G de semillas de chile C. annuum la cual tuvo un efecto
supresor de adipogenesis in vitro (celulas 3T3-L1), por lo que podria tener potencial para tratar la
obesidad (Sung et al., 2016). Tamizajes fitoquimicos de hojas de C. frutescens mostraron presencia
de saponinas, taninos, alcaloides, glicosidos y esteroides en extractos metandlicos, concordando

con lo mostrado en el cuadro 9 (Vinayaka et al., 2010).

Cuadro 10. Tamizaje fitoquimico de biomasa de pimiento morrén
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Metabolitos Ensayo Extractos

Hexano DCM Metanol
Taninos FeCls - - e+
Gelatina-NaCl - - 4+
Flavonoides Shinoda - - +++
FeCls - - ot
H2S04 - - e+
NaOH - - +++
Saponinas Agitacion - - 4+
Terpenos y Libermann- T +++ it
esteroles Buchard
Salkowski +++ +++ +++
Esteroles H2SO4 +++ +++ 4+
Glicosidos Borntrager’s - - -
(cardiacos, Keller killiani + + +++
antraquinonas) H2SO4 + + 4+
Alcaloides Wagner - - +
Mayer - - +
Dragendorff - - +
Cumarinas NaOH - - 4+
Quinonas NaOH - - 4+
H2S04 + +++ +++

(Negativo -; Dudoso (+/-); Positivo (+); Abundante (+++)

En cuanto a la presencia de alcaloides, es bien sabido que la capsaicina y sus derivados solo se
encuentran presentes en especies del género Capsicum, sin embargo, se limita su presencia en
especies picantes (la capsaicina es el compuesto responsable de su pungencia). Aunque segun el
tamizaje fitoquimico, en las tres técnicas evaluadas el resultado fue positivo con presencia de
alcaloides. Algunas otras investigaciones han mostrado un contenido de capsaicinoides en otros
Organos vegetativos de chile no solo en la placenta, semillas y vesiculas, sino en tallos y hojas. Por
ejemplo, se han cuantificado capsaicina y dihidrocapsaicina en tallos y hojas de chile Padrén de
origen espafiol, reportando hasta 27.28 pg/g de dihidrocapsaicina en las hojas, mientras que de
capsaicina el contenido mayor reportado fue igualmente en hojas con 19.99 ug/g (Estrada et al.,
2002). Sin embargo, comunicaciones personales no publicadas demostraron que la biomasa no
contiene capsaicina o dihidrocapsaicina, probablemente contenga minimas cantidades de

homocapsaicina, debido a esto la evaluacion colorimétrica pudo resultar positiva.
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9.1.2 Identificacién de Compuestos Organicos Volatiles Mediante GC/MS

Con la finalidad de indagar acerca de los metabolitos presentes en la biomasa de pimiento morron
se llevd a cabo un andlisis de compuestos volatiles esto mediante cromatografia de gases acoplado
a un espectrometro de masas. Se evaluaron dos tipos de extracto de acetonitrilo y metanol, en el
Cuadro 11 se plasman los compuestos identificados. Cabe mencionar que los porcentajes de
similitud entre mayores sean mayor probabilidad de que efectivamente sea el compuesto en
cuestion. Sin embargo para corroborar dicha informacion es necesario contar con los estandares
cromatograficos. Sin embargo, este barrido de compuestos brinda un primer acercamiento
cualitativo a los metabolitos que potencialmente pueden estar presentes en la biomasa de pimiento
morron.

El acetonitrilo es un disolvente de polaridad media capaz de solubilizar metabolitos apolares y
polares. Como se muestra en el Cuadro 10, los compuestos identificados pertenecen al grupo de
aldehidos, cetonas, alcoholes, terpenos, carotenoides, esteroles y acidos grasos, por mencionar
algunos. De estos, resaltan por sus aplicaciones biolégicas el acido oleico, eicosanoico, acetato de
serverogenina, 3,4 dicloroatropina, atropina, O-bromoatropina, rhodopin, escualeno, tocoferol y
beta sitoesterol, sin embargo, el porcentaje de similitud de dichos compuestos es menor al 50 %.
Por otro lado, en el extracto metandlico, el cual es un solvente polar de tipo protico, se identificaron
compuestos de interés farmacoldgico, como el fitol, O-bromoatropina, 3,4-dicloroatropina,
fluoroatropina, rhodopin, &cidos grasos como el hexadecanoico, octadecanoico, esteroles como el
escualeno, beta sitoesterol, gama sitoesterol, campesterol, stigmasterol, beta amirina, vitaminas

liposolubles como la gama tocoferol, beta tocoferol, y triterpenos como el lupeol.

Cuadro 11. Compuestos organicos Vvolatiles presentes en la biomasa de pimiento morrén

%
Extracto Compuestos TR PM Similitud
Acetonitrilo  8-azabiclyclo[3.2.1]octan-3-ol, 8-metll-,endo- 848 141 89.41
2.metoxy-4-vinilfenol 947 150 60.70
Fenol, 2,6-dimetoxi 9.80 154  50.69

1-(3,6,6-trimetil-1,6,7,7tetrahidrocliclopenta[c]piran-  10.148 206  49.76
1-yl)etanona
Fenol, 2,4-bis(1,1-dimetiletil)- 1099 206  28.36
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Metandlico

2(4H)-Benzofuranona, 5,6,7,7a-tetrahidro-4,4,7a-
trimetil-, (R)

3-tert-butil-4-hidroxianisol
10-Methil-8-tetradecen-1-ol acetato

2-hexadecanol

1-2-[3-(2-Acetiloxirano-2-yl)-1,1-
dimetilpropil]cicloprop-2-eniletanona

2-Naftalenol, 4-etil-3-etil-3-etilideno-1,2,3,4-
tetrahidro-1,1,4- trimetil-
4-((1E)-3-Hidroxi-1-propenil)-2-metoxifenol
Oxirano-hexadecilo-
3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol

Fitol

I-Norvalina, N-(2-metoxietoxicarbonil)-, eptil ester
Metil 8,11,14,17-eicosatetraenoato

Acido oleico

Acido eicosanoico

Serverogenina acetato

Acido eicosanoico ester de metilo

2H-Piran-2-1, tetrahidro-6-nonil-

Trifenil fosfato

3,4-dicloroatropina

Atropina

O-bromoatropina

Rodofina

3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol

Escualeno
Colest-2-eno[2,3-b]indol,1"-acetil-6'-metoxi-
y-tocopherol
3,8,12-Tri-O-acetoxi-7-desoxingnol-7-1
Campesterol

B-sitoesterol

9,12,15-4cido octadecatrienoico, metil ester (Z,Z,2)
Fitol

Acido heptadecanoico, 16-metil-, metil ester
O-bromoatropina
3,4-dicloroatropina
Fluoroatroprina
3,9-Epoxipregn-16-en-20-1,
triacetoxi-

Rodofina

Glicerol 1-palmitato
Acido hexadecanoico, 2-hidroxi-1-(hidroximetil)etil
ester

Acido octadecanoico, 2,3-dihidropripel ester
Escualeno

y-tocoferol

3-metoxi-7,11,18-

11.35

11.52
12.66
26.75
12.91

13.46

13.76
15.34
16.13
21.270
21.67
21.8
24.93
24.95
25.217
25.49
25.891
26.90
27.17
27.17
27.18
32.13
34.92
35.34
37.32
38.991
39.78
42.40
43.581
21.05
21.24
21.62
27.17
27.23
27.25
27.27

27.32
29.74
29.83

34.30
35.31
38.96

180

180
268
242
236

244

180
268
296
296
317
318
282
312
544
326
226
326
357
357
367
554
296
410
531
416
490
400
414
292
296
298
367
357
307
518

554
330
330

358
410
416

50.13

53.21
29.58
20.67
66.54

60.52

65.59
16.57
31.31
52.29
15.82
29.61
29.43
20.53
30.77
51.45
52.22
42.14
11.75
5.72
38.97
18.79
28.94
23.50
63.99
73.21
58.78
43.52
46.41
21.48
32.10
53.32
17.53
35.73
11.74
46.30

30.32
39.49
55.93

31.02
26.41
61.72
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B-tocoferol 38.71 416  26.85

B- sitosterol acetate 39.62 456  39.62
B-sitosterol 4354 414  48.38
y-sitosterol 4357 414 5294
26-Nor-5-cholesten-3-beta-ol-25-one 40.22 386  24.44
Campesterol 4235 400  36.19
Estigmasterol 42.72 412 73.82
B-amirina 44.15 426  14.19
Estigmasterol-7-en-3-ol, (3, 5a, 24S) 4440 414 5456
9,19-ciclolanost-24-en-3-ol, acetato 4471 468  25.44
Lupeol 4489 426  18.99
D-B-Friedo-B':A'neogammacer-5-en-3-ol, (3p)- 45.08 426  60.42

TR (Tiempo de retencién); PM (peso molecular).

Pocas investigaciones se han enfocado en el estudio de metabolitos de biomasas de chiles, sin
embargo, resaltan algunas donde se identificaron esteroles como el campesterol, stigmasterol y
beta sitoesterol, y acidos grasos como el miristico, palmitoleico, palmitico, margarico, estearico y
araquiddnico en semillas de bell pepper (Gurnani et al., 2016; Silva et al., 2013). En hojas y frutos
se han identificado diferentes tipos de carotenoides (frutos), diacil gliceroles, amidas de &cidos
grasos esteroides y esteroles (hojas) (Barrajon-Catalan et al., 2020). Frutos de 5 variedades de
chiles de origen europeo presentaron una gran diversidad de metabolitos apolares, como
carotenoides, esteroles, 4&cidos grasos, terpenos, vitaminas liposolubles, cerebrésidos,
capsaicinoides; cabe mencionar que los autores emplearon LC por lo que lograron identificar y
cuantificar un mayor nimero de compuestos (Bijttebier et al., 2014).

Nuestra investigacién concuerda con lo reportado por Prokopenko et al., (2013) donde
identificaron en hojas y tallos de chile de origen ucraniano (variedad no especificada), acidos
grasos como el miristico, palmitico, estearico, oleico y linoleico, asi como compuestos
hidrocarbonados como el escualeno, alcoholes como el fitol y fitoesteroles como el tocoferol,
campesterol, gama sitoesterol y stigmasterol.

En cuanto al contenido de esteroles presentes en la biomasa de pimiento morrén, esto se debe a que
estos compuestos cumplen una funcionalidad importante en las células vegetales. Son compuestos
que integran la membrana celular, ademas de que contribuyen al mantenimiento e integridad de la
misma, ayudan a su fluidez y a la permeabilidad, y por ende coadyuvan a la resistencia al estrés
que las plantas pueden sufrir. También los esteroles participan en la formacion de balsas lipidicas

las cuales establecen la polaridad celular, participan en la sefializacion y en la interaccion con
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patdgenos, por lo que estan involucrados con el desarrollo y crecimiento desde la germinacion de
la semilla, fenotipado, senescencia, floracion y rendimiento de semillas en cultivos comerciales
(Du et al., 2022).

En la presente investigacion como se trata de una biomasa agricola la cual fue sometida a estrés
hidrico, falta de nutrimentos y radiacion UV, se ha reportado que bajo estas condiciones se produce
una sobre expresion de esteroles los cuales coadyuvan a la supervivencia de las plantas en particular
el stigmasterol, campesterol y beta sitoesterol (Du et al., 2022). También los esteroles pueden servir
de sustrato para la biosintesis de otros metabolitos como los alcaloides y saponinas, los cuales se
encuentran presentes en la biomasa de pimiento morrén (Piironen et al., 2000).

De manera parecida, los acidos grasos son fundamentales para el mantenimiento de la membrana
celular, ya que bajo estrés estos compuestos acttan reparando la fluidez de la membrana, también
modulan la expresion de genes de defensa (Upchurch, 2008). Por otro lado, es bien sabido que los
lipidos son los componentes mayoritarios de las membranas celulares, siendo los acidos grasos los
que se encuentran en mayor proporcién; estos participan en la modulacion del metabolismo de las
células. Los acidos grasos se sintetizan en los cloroplastos, uniéndose al grupo hidroxilo del glicerol
(Kim, 2020).

9.2 Evaluacion Fisicoquimica y Espectroscopica de los DES Sintetizados (Etapa 1)

Se sintetizaron los DES siguiendo el método de Santana et al., (2019), el cual consistié en someter
los componentes del DES a ondas ultrasénicas, hasta formacion de una mezcla homogénea. Este
método ademas de ser eficaz en cuanto a la formacion de los enlaces de hidrégeno entre los HBA
y HBD, es rapido en comparacion con los métodos convencionales como calentamiento en horno
0 bafio, por lo que el gasto energético es menor. No se han identificado diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la densidad y viscosidad de los DES entre la sintesis por calentamiento-
agitacion, ultrasonicacion y por microondas (Santana et al., 2019). A continuacion se muestran los
resultados de los analisis fisicoquimicos efectuados a los DES, estas caracteristicas influyen
directamente en la capacidad de extraccion de fitoquimicos por lo que es de relevancia su
evaluacion (Mohd Fuad et al., 2021).
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9.2.1pH

En la Figura 13 se muestra la grafica con los pH de los DES evaluados en el presente estudio. Como
era de esperarse los DES elaborados con &cidos carboxilicos presentaron un pH &cido <2, en
particular los DES con &cido l4ctico debido a la naturaleza del mismo. Los DES elaborados con
dioles fueron muy similares entre si, sin embargo, segun la prueba de Tukey <0.05 se observaron
diferencias estadisticamente significativas; los DES basados en ChCl como HBA y con 1,4
butanediol (1:1, 1:4 molar respectivamente), 1,6 hexanediol (1:4, y 1:3) molar presentaron
diferencias significativas, mientras que los elaborados con glicerol y etilenglicol compartieron
medias (<0.05).

La acidez de los DES juega un papel importante en la extraccion de fenoles ligados. Se ha
observado que DES con pH bajos hidrolizan los enlaces presentes entre el fitoquimico y el polimero
al que se encuentre unido, esto debido a la acidez lo que provoca un rompimiento de enlaces, a
menudo via hidrdlisis. Por otro lado la acidez ayuda a la extraccion de compuestos glicosilados y
acidos fenolicos como el acido rosmarinico, paeonol, siringaresinol, eriodictol, &cido galico,
vanilico, ferdlico y p cumarico (Santos et al., 2021). Algunos flavonoides son afines a disolventes
con pH acidos como la isorametina y quercitrina, mientras que taninos y acidos fenodlicos se

encuentran con mayor proporcion en DES con pH basicos o neutros (Bentley et al., 2020).
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Figura 13. pH de los DES evaluados a 20 °C. Letras diferentes muestran significancia estadistica
(P < 0.05), segun la prueba de Tukey. Los resultados muestran la media + DE de tres réplicas
(n=3).

Nuestros resultados concuerdan con lo obtenido por Huang et al. (2022), donde los DES elaborados
con polioles presentaron un pH de entre 5 y 6. De igual forma Macchioni et al., (2021) mencionan
que DES elaborados con acido lactico y ChCl presentan un pH acido <2. También concuerdan con
lo mencionado por Zannou y Koca (2022), quienes reportaron un pH de 0.76 en un DES formulado
con ChCl/éacido léctico 1:2 molar con 20 % de agua; en los elaborados con glicerol y 1,4 butanediol
1:2 molar obtuvo 5.36 pH, coincidiendo con nuestros resultados. Es importante mencionar que las
mediciones de pH realizadas en el presente estudio fueron posibles gracias a la adicion de agua (30
% peso/peso). De otro modo, la via para realizar mediciones de pH es por métodos solvatocromicos
con moléculas orgéanicas sonda (Pandey y Pandey, 2014; Dwamena y Raynie, 2020).

Xu et al. (2019), mencionan que el pH de los DES puede afectar las interacciones electrostaticas y
la formacion de enlaces de hidrogeno entre los flavonoides y el disolvente, por ende afecta la

capacidad de extraccion de los mismos. Esto es debido a que los flavonoides en su estructura tienen
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grupos hidroxilo y fenoles con una acidez débil, es por ello que para su extraccion al menos con la
rutina se ha observado que DES alcalinos pueden extraer mayores cantidades. En nuestros
resultados el 1,6 hexanediol al ser un poliol presentd un pH neutro-basico por lo que indica que los
flavonoides glicosilados tienen una polaridad similar. Sin embargo Xu et al. (2019), observaron
que no existe una correlacion significante entre el pH de los DES vy la extraccion de flavonoides
polimetoxilados y glicosilados de cascara de citricos.

9.2.2 Densidad

Las densidades de los DES sintetizados se muestran en la Figura 14. Se puede observar que todos
los DES presentaron densidades por debajo de 1.2 g/cm?, los DES con mayor densidad fueron los
formulados con glicerol, seguido de &cido lactico, acido levulinico, etilenglicol, 1,4 butanediol y
1,6 hexanediol. Cabe mencionar que todas las proporciones molares de este Gltimo compartieron
medias, al igual que los formulados con etilenglicol, 1,4 butanediol, mientras que los formulados
con &cido lactico y glicerol presentaron diferencia estadisticamente significativa. Sin embargo, los
resultados son muy similares esto probablemente se debi6 al contenido de agua afiadido (30 %)
(Wang et al., 2020).

Nuestros resultados son similares a lo reportado por Daivan et al., (2013), donde las densidades de
los DES elaborados con una gran diversidad de HBA y HBD oscilaron entre 1.0-1.2 g/cm?®. Al igual
DES hechos con polioles las densidades variaron conforme su contenido de agua de entre 1.54 a
1.24 g/cm?® (Huang et al., 2022). Jablonsky et al. (2020), mencionan que los DES elaborados con
ChCl, &cido lactico y dioles con un reducido % de agua (<10 %), presentan densidades ligeramente
por arriba de la densidad del agua, observando que a medida que la temperatura de evaluacion se
incrementa, la densidad decrece. Sin embargo sus resultados a 25 °C son muy similares a los
mostrados en este trabajo (Figura 16). También Che Zain et al. (2021) formularon algunas mezclas
de DES con dioles y 4cido lactico los cuales mostraron densidades de 1.05 a 1.30 g/cm?® lo cual
corrobora nuestros resultados.

La densidad se encuentra inversamente relacionada con la conductividad ya que entre mas denso

sea el DES menor movimiento de los iones presentara y por ende afectard su conductividad. Sin
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embargo con la adicion de agua esto se puede mejorar considerablemente, ya que incrementaran
los enlaces de hidrogeno disminuyendo la tension superficial del DES, por consiguiente mejorara
la atraccion entre el DES con los metabolitos, ya que se facilita la formacion de enlaces de
hidrogeno y con ello la solvatacion de los fitoquimicos (por parte de los componentes del DES en
estado liquido) (Huang et al., 2022).
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Figura 14. Densidad de los DES evaluados a 20 °C. Letras diferentes muestran significancia
estadistica (P < 0.05), segun la prueba de Tukey. Los resultados muestran la media + DE de tres
réplicas (n=3).

Los resultados mostrados por Zhao et al. (2015), concuerdan con los nuestros ya que las densidades
variaron entre 1.0 y 1.2 esto de DES formulados con ChCl y etilenglicol, glicerol, 1,4 butanediol,
y acido levulinico. Bener et al. (2022), sintetizaron DES con 1,4 butanediol, glicerol y acido lactico
oscilaron donde las densidades fueron entre 1.0-1.2 g/cm?®, nuestros resultados fueron similares en

los HBD respectivos.
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9.2.3 Viscosidad

La viscosidad estd estrechamente relacionada con la densidad, la conductividad eléctrica y la
temperatura a la cual los DES son evaluados. En el Cuadro 12 se presentan los resultados de las
viscosidades. Cabe mencionar que solo se evaluaron cuatro HBD, en dos relaciones molares.

La viscosidad se evalud a 20 °C y se puede observar que los DES con menor viscosidad fueron los
formulados con acido levulinico 1:1 molar, seguido de 1,4 Butanediol 1:1 molar. Asi mismo, se
observo que los DES formulados con glicerol presentaron un comportamiento creciente al
aumentar la molaridad mostrando 86.33 mPa.s en el DES 1:4 molar, mientras que el DES 1:1 molar
presentd 72.36 mPa.s; los DES elaborados con 1,6 hexanediol presentaron el mismo

comportamiento creciente proporcional a la relacion molar del HBD.

Cuadro 12. Viscosidad en mega pascales (mPa.s) de los DES evaluados a 20 °C

DES mPa.s (Promedios y desviacidn estandar®*)
ChCl/ Glicerol 1:1 72.36 £ 0.37d
ChCl/ Glicerol 1:4 86.33 + 0.35b
ChCl/ 1,4 Butanediol 1:1 69.2 +£0.2e
ChCI/ Acido Levulinico 1:1 61.33 + 0.15f
ChCl/ 1,6 Hexanediol 1:1 84.16 £ 0.20c
ChCl/ 1,6 Hexanediol 1:4 89.63 + 0.25a

Densidad de los DES evaluados a 20 °C. Letras diferentes muestran significancia estadistica (P <
0.05), segln la prueba de Tukey. Los resultados muestran la media + DE de tres réplicas (n=3).

La viscosidad en los DES se debe a la interaccion colectiva y fuerte de enlaces de hidrégeno entre
el HBA y el HBD, ademas de las fuerzas de van der Waals presentes. La presencia de grupos
hidroxilo propician la formacion de mas enlaces de hidrogeno adicionales, incrementando las
fuerzas de atraccion entre las moléculas por lo que hace al DES maés viscoso, caracteristica que le
permite estabilizar compuestos fendlicos, previniendo su degradacion (Moni Bottu et al., 2022;
Zhao et al., 2015). En el presente estudio la adicion del 30 % de agua al DES provoco que la
viscosidad se redujera considerablemente, sin embargo no fue lo suficiente para provocar una
ruptura o dafo en los enlaces supramoleculares. De hecho diversos autores mencionan que una

concentracion de 30 % de agua afiadida es la Optima para la extraccion de fitoquimicos (Choudhary
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etal., 2021).

Dai et al., (2013) menciona que uno de los inconvenientes en el uso de DES es su viscosidad, sin
embargo, con la adicion de agua esta se puede modificar a conveniencia. Si se desea obtener
fitoquimicos de naturaleza polar se debe trabajar con DES con porcentajes de agua altos, lo que
mejoraria su extraccion. Nuestros resultados son similares a lo presentado por Fu et al., (2021)
donde evaluaron la viscosidad de ChCl/1,4 butanediol 1:2 molar (120.20 mPa.s), ChCl/acido
lactico 1:1 molar (113 mPa.s), ChCl/etilenglicol 1:2 molar (101.20 mPa.s) y ChCl/glicerol 1:2
molar (115.80 mPa.s).

Nuestros resultados concuerdan también con lo obtenido por Huang et al. (2022), donde obtuvieron
viscosidades de 105 mPa.s en DES elaborados con polioles 1:1 molar y 35 % de agua. Asi mismo
concuerda con lo sefialado por Jablonsky et al. (2020) quienes sefialaron que DES elaborados con
ChCl, &cido lactico y diferentes dioles con la adicion de agua (<10 %), presentaron viscosidades
de entre 14 a 30 mPa.s, sin embargo ellos evaluaron a 60 °C lo que provoc6 un descenso adicional
de la viscosidad. Che Zain et al. (2021) mostraron DES con viscosidades de entre 7.92 a 13.1
mPa.s, esto como resultado de DES con ChCl como HBA y dioles, azucares y acido lactico como

HBD en proporciones molares 1:4 y 1:3 con altos % de agua (> 30 %).

9.2.4 Conductividad Eléctrica

La conductividad eléctrica (CE) depende de la viscosidad que presente el DES, mientras menor sea
los iones tendrdn mayor capacidad de movimiento y viceversa; asi mismo influye por ende la
temperaturay la densidad. Los DES suelen presentar valores menores a 2 mS/cm. Como se observa
en la Figura 15, la mayoria de los DES formulados presentaron valores por debajode 2 mS/cm.
De forma atipica los DES con 1,4 butanediol 1:3 y 1:4 molar, 1,6 hexanediol 1:3 y 1:4 molar
presentaron conductividades de casi 10 mS/cm.

Se ha observado que la CE incrementa con la adicién de agua al DES. DES hechos con ChCl/1,2
propilenglicol 1:1 molar sin agua presentd una CE de 7.16 S/m, aumentando su CE a medida que
él % de agua incrementaba /con el 40 % de agua su CE fue de 30.50, sin embargo, se observé que
la mejor extraccion de crocinas fue con el 35 % de agua a una CE de 25.60 S/m).
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Jablonsky et al. (2020) prepararon 24 combinaciones de HBDS con ChCl, evaluando su CE y su
relacion con la densidad y extraccion de flavonoides de corteza de abetos. Mostraron valores de
CE muy similares a lo reportadas en el presente estudio, variando de 1.59 a 3.45 mS/cm, destacando
que la mayoria de los HBD fueron dioles como el 1,4 butanediol, 1,3 butanediol, 1,3 propanediol,

1,5 pentanediol, todos los DES contenian ChCl y acido lactico en diferentes relaciones molares.
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Figura 15. Conductividad eléctrica de los DES evaluados. Densidad de los DES evaluadosa 20
°C. Letras diferentes muestran significancia estadistica (P < 0.05), segun la prueba de Tukey. Los
resultados muestran la media + DE de tres réplicas (n=3).
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Zannou y Koca, (2022) reporté CEs similares a lo reportado en el presente estudio, esto en el DES
sintetizado con acido lactico 1:2 molar, sin embargo, en los DES con butanediol y glicerol difiere
minimamente (0.77 y 0.69 mS/cm). Los autores mencionan que la CE expresa que tan resistente es
el movimiento de los electrones entre las moléculas, por ende, reflejan propiedades electroliticas.
Esta propiedad depende en gran medida del HBA usado en este caso el ChCl tiene una alta CE en

comparacion con el uso de acidos organicos como HBA. Mencionan que los HBD alcoholes o
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polialcoholes presentan mayor CE, seguido de los preparados con &cidos orgéanicos, azucares y
amino&cidos.

Zhao et al. (2015), estudiaron la CE de DES similares a los formulados en el presente estudio
(ChCl/glicerol o etilenglicol o 1,4 butanediol o acido levulinico), de los cuales solo el etilenglicol
superd la CE con 9.7 mS/cm, mientras que en nuestro estudio el 1,4 butanediol y el 1,6 hexanediol
fueron los que presentaron CE similares, esto puede ser debido a la viscosidad y densidad que
presentaron. Cabe mencionar que la temperatura de medicion influye considerablemente
incrementando de forma lineal conforme su incremento. Los autores mencionan que la relacion
entre la conductividad y la temperatura se debe a que al incrementar la temperatura, la frecuencia
de colision entre las moléculas aumenta por lo que las fuerzas intermoleculares se debilitan y por
ende incrementa la conductividad. Asi mismo la viscosidad repercute con la conductividad. Los
DES con menor viscosidad tienen una mayor conductividad idnica, lo cual se puede explicar
mediante la regla de Walden. Por otro lado, a menor cantidad de grupos hidroxilo se producen
menos enlaces de hidrégeno, por consiguiente una mayor movilidad i6nica y conductividad i6nica
(Zhao et al., 2015).

9.2.5 Miscibilidad

En los Cuadros 13 y 14 se plasman las miscibilidades de los DES elaborados. Esta es una medida
indirecta que sugiere la polaridad de los mismos. Se observé que los DES sintetizados con dioles
como era de esperarse no fueron miscibles con disolventes apolares (hexano, diclorometano y
acetato de etilo), esto en ninguna proporcion molar. Sin embargo, los DES con acidos carboxilicos
como el lactico y levulinico fueron miscibles con el diclorometano en la proporcion molar 1:4. El
DES con &cido levulinico 1:4 molar, fue miscible también con acetato de etilo. Resultados similares
se observaron con acetona, aunque los DES elaborados con 1,4 butanediol y 1,6 hexanediol en la
molaridad 1:3 y 1:4 también fueron miscibles en esta. En cuanto a los disolventes de polaridad alta
como el etanol, metanol y agua, todos fueron miscibles con los DES sintetizados en todas sus
proporciones molares. El agua embebida en los DES juega un papel importante y contribuy6 a su

miscibilidad.
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Cuadro 13. Miscibilidad de los DES evaluados en solventes orgénicos

DES
ChCI/Ac. Lactico ChCI/Ac. Levulinico ChCl/1,4 Butanediol
Molaridad

Solvente 1:1 1:2 1:3 14 11 1:2 1:3 1:4 11 1:2 1:3 1:4
Hx nm ntm nnm nm nm nm nm nm nm nm nm nm
DCM nm nm nm m nm nm nm m nm nm nm nm
AcOEt nm ntm nnm nm nm nm nm m nm nm nm nm
ACE nm nm nm m nm nm nm m nm nm m m
MeOH m m m m m m m m m m m m
EtOH m m m m m m m m m m m m
H.0 m m m m m m m m m m m m

Hx (hexano); DCM (diclorometano); AcOEt (acetato de etilo); ACE (acetona); MeOH
(metanol), EtOH (etanol); H20 (agua). nm= no miscible; m= miscible

Cuadro 14. Miscibilidad de los DES evaluados en solventes organicos

DES

ChCl/Glicerol ChCl/Etilenglicol ChCl/1,6 Hexanediol

Molaridad
Solvente 1:1 1.2 1:3 14 1.1 1.2 1.3 1.4 11 1:2 1:3 14
Hx nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm
DCM nm nm nm nNm nm nm nm nm nnm nm nm nm
AcOEt nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm
ACE nm nm nm nm nm nm nm nm nm nm m m
MeOH m m m m m m m m m m m m
EtOH m m m m m m m m m m m m
H20 m m m m m m m m m m m m

Hx (hexano); DCM (diclorometano); AcOEt (acetato de etilo); ACE (acetona); MeOH
(metanol), EtOH (etanol); H20 (agua). nm= no miscible; m= miscible

Shafie et al. (2019) mencionan que la medicion de la miscibilidad de los DES permite evaluar la
habilidad de los DES para solubilizar un soluto. Ademas de los cationes y aniones presentes en el
cloruro de colina, existen especies no idnicas las cuales también ayudan a disolverse en amplios
rangos de disolventes. Nuestros resultados sugieren que la polaridad de los DES estudiados es
media-alta por ende es afin a la extraccién de analitos con esta polaridad como por ejemplo

flavonoides glicosilados.
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9.2.6 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)

Se determiné la estructura y los grupos funcionales de los DES mediante FTIR-ATR. En los
espectros se puede observar la intensidad de las sefiales, el tipo de bandas (grupos funcionales) y
los nimeros de onda correspondientes a las diferentes bandas mostradas. En cada uno de los
espectros se muestra también el del ChCl para visualizar las nuevas interacciones H-H que forman
los DES en combinacion con el HBA y HBD seleccionado. En este sentido, las vibraciones
arrojadas por el ChCl, van desde la sefial 3200 a 623 cm™, los primeros dos picos representan al
grupo hidroxilo (estiramiento) a 3200 cm™ y al grupo alcano a 3000 cm™ (C-H estiramiento) en la
sal de amonio cuaternaria. Los picos que se observan en las sefiales de 1300 a 1000 representan los
estiramientos C-N en la amina, una flexion C-H en el grupo alcano y un estiramiento C-O en el
alcohol primario. Las Gltimas vibraciones que van desde 800 a 500 cm™ indican la presencia del
ion del cloruro.

En la Figura 16 se muestra el espectro de infrarrojo del DES sintetizado con &cido l4ctico en dos
molaridades 1:1 y 1:4, se aprecia la conformacién de grupos OH en las sefial 3000 a 3500 debido
a la interaccion entre el nitrégeno en el grupo amino y el hidrogeno del grupo carboxilo del acido
lactico, el grupo carboxilo del acido lactico se aprecia en la sefial 1500 a 2000, se muestran
estiramientos y flexiones de la sefial 500 a 1500 los cuales corresponden al grupo carbonilo (C-O),
O-H (flexién) y C-H (estiramiento).

Enla Figura 17 se muestra el espectro de FTIR del ChCl/acido levulinico 1:1y 1:4 molar, se aprecia
la conformacién de grupos OH entre el cation del cloruro de colina y los hidrégenos del acido
levulinico (3400 cm™), el 4cido levulinico presentd presencia de cetonas alifaticas 1100-1720 cm
! mientras que las bandas de 1720-1701 mostraron el grupo carbonilo. Las sefiales 1745-1710 y
1300-1000 refieren a un éster o una cetona. Se puede visualizar un cambio en la intensidad de la
sefial del grupo carbonilo entre la proporcion molar 1:1y 1:4, siendo mayor la de 1:1.
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Figura 16. Espectro de infrarrojo del DES ChCl/acido lactico 1:1y 1:4 molar
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Figura 17. Espectro de infrarrojo del DES ChCl/&cido levulinico 1:1y 1:4 molar

En la Figura 18 se muestra el espectro de infrarrojo del DES sintetizado con 1,4 butanediol, 1:1y
1:4 molar, ambos son muy similares en cuanto a la intensidad, estiramientos y flexiones de las
bandas, se aprecia mayor estiramiento en la sefial 1700 en 1:1 molar (CH2). Se visualiza la
formacion del grupo OH en ambos DES con una intensidad mayor (3200-3500), se observa un
estiramiento entre la banda 2800 y 3000 correspondiente al grupo C-H. Estos resultados son
similares a lo reportado por Che Zain et al., (2021).
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Figura 18. Espectro de infrarrojo del DES ChCl/1,4 butanediol 1:1y 1:4 molar

En la Figura 19 se muestra el espectro del DES elaborado con etilenglicol, de igual forma como en
los demas espectros de dioles, se puede observar la formacién del grupo OH con mayor intensidad,
debido a la interaccion entre ambos HBA y HBD vy a la adicién del 30 % de agua, la cual facilita
la formacién de los enlaces de hidrégeno. Por otro lado, los estiramientos de las bandas 2800-3000
muestran la presencia de un grupo CH: (estiramiento C-H). Como en todos los espectros, la
presencia de Cl se muestra en las sefiales de 600 a 400 cm™. Se observaron estiramientos en 1110,
1035 y 862 cm™* correspondientes a C-O, C-C-O y C-C-O, respectivamente.

En la Figura 20 se muestra el espectro de ChCl/glicerol donde se puede observar la formacién del
grupo OH en las bandas caracteristicas (3000-3500). Las bandas de entre 2900-2800 son
caracteristicas del estiramiento de C-H, se observd una conformacién similar entre ambos DES,
siendo los estiramientos de las bandas mas representativos, C-H a 2965 cm™, C-O, al 2080, N-H a
1750 cm, una flexion de la vibracion H a 1455, estiramiento C-C a 1057 y algunas otras flexiones

N-C-C a 956. Los resultados son similares a lo reportado por Che Zain et al. (2021).
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Figura 19. Espectro de infrarrojo del DES ChCI/Etilenglicol 1:1y 1:4 molar
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Figura 20. Espectro de infrarrojo del DES ChCl/glicerol 1:1y 1:4 molar

En la Figura 21 se muestra el espectro de FTIR del DES disefiado con 1,6 hexanediol y se puede
observar la formacion de grupos OH en las sefiales 3500-3300, estiramientos caracteristicos de
CH3 y CH2 se observan en las sefiales 3000-2800. Asi mismo, en la region 1270-950 se visualizan
estiramientos caracteristicos del alcohol C-O, C-O-C y C-O-H. Esto concuerda con lo reportado
por Ma et al. (2017).
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Figura 21. Espectro de infrarrojo del DES ChCI/1,6 hexanediol 1:1y 1:4 molar

Es importante dilucidar la formacion y presencia de enlaces de hidrégeno en los DES ya que la
interaccion de estos con los compuestos fendlicos son los responsables de su capacidad de
extraccion (Bonacci et al., 2020). Dai et al., (2013) menciona la interaccion de enlaces de
hidrégeno entre el DES y los compuestos fendlicos, sin embargo, otros grupos funcionales como
los hidroxilo, carboxilo y aminos también interaccionan en la formacién de enlaces de hidrégeno.
Los cambios de los estiramientos y flexiones de los grupos funcionales asi como de sus sefiales
(nimero de onda, cm™), se refiere a cambios vibracionales en los enlaces de hidrogeno los cuales
pueden significar su creacion y establecimiento entre el HBA 'y el HBD (Ling et al., 2020).

9.3 Extraccion de Flavonoides Totales, Luteolina 7-O-glicosido y Quercetina 3-O-ramndsido
para Seleccionar el HBD (Etapa IlI)

A manera de poder seleccionar un donador de enlaces de hidrogeno y la relacion molar que presente
mayor rendimiento en la extraccién de flavonoides totales y luteolina 7-O-glicésido y quercetina
3-O-ramnosido se llevaron a cabo las cuantificaciones correspondientes las cuales se plasman a
continuacion.
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9.3.1 Cuantificacion de Flavonoides Totales

La extraccion de flavonoides totales mediante DES se muestra en la Figura 22. Se aprecian los
rendimientos en extraccion de flavonoides equivalentes de quercetina en 100 g BS. El analisis de
diferencia de medias arrojé que estadisticamente ningun DES fue similar entre si salvo aquellos
que compartian el mismo HBD. Se observo que el acido lactico en los cuatro DES disefiados fue
el que menor rendimiento tuvo, con casi 300 mg EQ/100 g, decreciendo conforme la proporcién
molar aumentaba. Por su parte, el &cido levulinico aumentd los rendimientos de extraccion hasta
en un 50 % mas que los antes mencionados llegando a obtener 650 mg EQ/100 g, de igual forma
el comportamiento fue similar, por lo que se recomienda trabajar con molaridades 1:1.

Con respecto a los dioles estudiados como HBD, el 1,4 butanediol mostré diferencias de medias
significativas siendo el DES en la proporcion 1:3 el que mejores resultados obtuvo, disminuyendo
en la DES 1:4; en cuanto al glicerol el comportamiento fue similar a los antes mencionados
teniendo un mejor resultado con proporciones molares bajas 1:1 y 1:2, las cuales no presentaron
diferencia estadisticamente significativa. El etilenglicol resultd tener un comportamiento variado

la mejor proporcion molar fue 1:4, sequido de la 1:1y 1:3 (< 0.05).
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la prueba de Tukey. Los resultados

s

, seglin

diferentes muestran significancia estadistica (P < 0.05)

muestran la media + DE de tres réplicas (n

=3).

El comportamiento del 1,6 hexanediol fue similar a los antes mencionados, siendo la mejor

combinacion 1:4, seguido de 1:1, 1:2 y 1:3, cabe mencionar que se us6 la combinacién 1:1 por

s

, asi mismo no

Ve

economia ya que es mas ren

hubo diferencia

table usar menor cantidad de HBD

estadisticamente significativa entre el 1:4. El rendimiento de extraccion fue superior a todos los

DES con 900 mg EQ/ 100 g BS, estos resultados son prometedores ya que se logrd extraer casi el

1 % de flavonoides.

Por otro lado, se usaron disolventes convencionales para comparar el rendimiento obtenido con los

DES, siendo el EtOH 80 % el mejor de los disolventes extrayendo aproximadamente 700 mg

EQ/100 g BS, seguido del MeOH 80 % y el agua que fue el disolvente con menor capacidad de

La extraccion hidroetandlica fue un 23 % menos efectiva que el DES seleccionado

s

extraccion.

(ChCl/1,6 hexanediol 1:1 molar).
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La capacidad de extraccion de flavonoides por parte del 1,6 hexanediol probablemente se deba a
su capacidad para solubilizar lignina, recordemos que la biomasa estad compuesta en su mayor parte
por tallo (75 %) el cual se compone de polimeros resilientes principalmente (lignina, celulosa y
hemicelulosa) (Sosa et al., 2020).

Nuestros resultados difieren de lo obtenido por Choudhary et al., (2021), en cuyo trabajo,
extrajeron flavonoides de hojas de Ocimum sanctum, Terminalia bellerica y Terminalia chebula.
El DES con mayor capacidad de extraccion fue ChCl/acido malico 1:2 molar y 30 % de agua,
obteniendo hasta 388.34 mg EQ/g de peso seco esto de Terminalia chebula. Los autores sefialan
que la capacidad de extraccion se debe a la polaridad y a la capacidad de solubilizacion de los DES
sobre los compuestos. Cabe mencionar que segin nuestros resultados, los DES sintetizados con
polialcoholes fueron los mas eficientes, contrastando con aquellos compuestos de &cidos organicos.
Sin embargo, esto se puede deber no solo a la polaridad de los DES sino a sus caracteristicas
fisicoquimicas (viscosidad, pH, densidad, conductividad entre otros), también si el HBD cuenta
con suficientes donadores de protones puede evitar que los flavonoides interaccionen con los
aniones del cloruro de colina y por ende su solubilidad se veria afectada

La distancia con los iones del cloruro de colina (HBA) y el donador de protones (HBD) en la
estructura supramolecular del DES en estado liquido, es un factor importante en la extraccion de
flavonoides (Choudhary et al., 2021). Lo anterior se relaciona con lo comentado por Dabeti¢ et al.
(2020), quienes mencionan que los DES sintetizados con acidos organicos son de mayor polaridad,
por ende es mayor su capacidad de extraccion. Sus resultados mostraron un menor contenido de
compuestos fendlicos totales de biomasa de uva en los DES con pH neutro como el ChCl/glucosa
1:1 molar. Mientras que el DES con ChCl/é&cido citrico 2:1 molar fue el que mayor extraccion de
flavonoides presento.

Usando como variable de respuesta el contenido de fenoles totales, Fu et al., (2021) realizaron una
evaluacion con 16 DES, observando que el DES con ChCl/acido malico 1.5/1 molar fue el que
mayor capacidad de extraccion presentd. Una caracteristica importante fue que los DES que
tuvieron mayor viscosidad fueron los que menos extrajeron compuestos fenolicos. Por otro lado,
la ultrasonicacion es un factor de relevancia ya que observaron que la capacidad de extraccién se
incrementd hasta un 130 % con respecto a la extraccidn con agitacion-calentamiento. La extraccion
de flavonoides totales aumentd un 140 %, mientras que en la extraccion de proantocianidinas

totales aumento un 55 % y en la de taninos hasta un 160 %, por lo que concluyeron que la
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sonicacion es una herramienta fundamental para la extraccion de dichos compuestos, esto debido
a que la sonicacion promueve la ruptura total de la célula vegetal, liberando los fitoquimicos al
disolvente. La célula vegetal al estar expuesta por la cavitacion acustica, comienza un fenémeno
de sonoporacién el cual dafia la vacuola y la célula por completo, permitiendo que el disolvente en
este caso DES entre y solubilice los metabolitos contenidos (Karunanithi y Venkatachalam, 2019).
En otro estudio Fu et al. (2022), observaron la afinidad de los DES con compuestos fendlicos,
destacando que el DES sintetizado con ChCl/acido malico 1:1 molar tuvo la capacidad de extraer
grandes concentraciones de acidos fendlicos y flavonoides, mientras que los DES compuestos de
dioles como el glicerol y butanediol tuvieron mayor afinidad con &cidos fendlicos, catequinas y
proacinidinas.

El fendmeno ligado a la alta extraccion de fendlicos con acidos organicos se ha observado en
experimentos con ChCl/acido oxalico dihidratado 1:1 molar con 25 % de agua, aplicado a residuos
de céscara de nuez de castafia, segiin Husanu et al. (2020). Ellos explican que es debido a la
depolimerizacion parcial de la lignina, esto mediante la desestabilizacion de los enlaces
intermoleculares como enlaces de hidrogeno y plegamientos tipo « entre los anillos aromaticos de
la lignina. Es por ello que para extraer fitoquimicos de residuos lignoceluldsicos es mejor el uso de
DES acidos. También observaron que los colores de los fitoquimicos se relaciona con su capacidad
y selectividad de extraccion de los DES. Por ejemplo DES con &cidos organicos extraen
flavonoides con un espectro de color purpura-rojo, DES con azUcares extraen compuestos color
naranja'y DES con polioles flavonoides color amarillento (Husanu et al., 2020).

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Jablonsky et al. (2020), ya que ellos
observaron un mayor rendimiento en la extraccién de compuestos fenélicos totales con la mezcla
de ChCl/écido lactico/1,3 butanediol/agua 1:4:1:1 y 1:5:1:1 molar. Juri¢ et al. (2021) extrajeron un
mayor contenido de flavonoides totales, con rendimientos superiores hasta en un 80 % con DES
con ChCl/glicerol 1:1 molar con 30 % de agua, comparado con DES elaborados con azucares y
con acidos organicos. Sus resultados, al igual que los nuestros, se pueden correlacionar con la
polaridad, pH y composicion molar del DES utilizado. Ellos mencionan un aspecto muy relevante
y logico tratando de explicar el por qué los DES con acidos organicos presentaron una menor
extraccion, lo atribuyen a su acidez y polaridad. Sin embargo, se apoyan en el concepto de que
sustancias similares con propiedades quimicas similares disuelven a otras de la misma naturaleza;

los alcoholes y dioles pueden tener una polaridad similar a los solutos presentes en el extracto
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(quercetina, luteolina y sus glicésidos).

Oliveira et al. (2021) lograron la extraccion de flavonoides totales de diferentes partes de Curcuma
longa, observando que incluso los DES hidrofobicos compuestos por mentol y acido lactico o &cido
acético son capaces de extraer grandes cantidades. Sin embargo, el mejor DES fue ChCl/acido
lctico 1:2 molar con 20 mg EQ/g. Las mejores condiciones de extraccion fueron 45 °Cy 3 hde
maceracion.

Nuestros resultados son inferiores a lo reportado por Zannou et al. (2022), los autores extrajeron
17.57 mg equivalentes de epicatequina por g de Rhus coriaria esto con ChCl/acido lactico 1:2 y
20 % de agua. En contraste con ellos el acido lactico fue el peor HBD evaluado, esto se debe a que
los metabolitos presentes en la biomasa son de polaridad media-baja por lo que los DES mas
polares no son capaces de extraer los compuestos de interés, ademas de que los compuestos
predominantes en Rhus coriaria son antocianinas las cuales son afines a disolventes acidos
(Zannou et al., 2022).

Zannou y Koca (2022), mencionan que los DES con mayor capacidad de extraccion de flavonoides
totales de blackberry son los compuestos por alcoholes como HBD, esto gracias a la formacién de
redes de enlaces de hidrdgeno entre el DES y los flavonoides, lo que difiere a lo antes reportado
por varios autores. Sin embargo, concuerda con nuestros resultados donde el 1,6 hexanediol al ser
un poli alcohol de carécter basico, tuvo mayor capacidad de extraccion.

Wang et al., (2017) estudiaron la extraccion de catequinas y kaempferol, observando que los DES
con 1,4 butanediol como HBD y ChCl como HBA, fue el mas eficiente. Esto concuerda con
nuestros resultados donde el butanediol fue uno de los mejores HBD para extraer flavonoides
totales y glicosilados, debido a la baja polaridad que presenta ya que se observé que a medida que
el porcentaje de agua incrementaba, el contenido de kaempferol disminuia. Asi mismo los HBD de
acidos organicos presentaron menores rendimientos.

Un reporte de interés es el publicado por Sillero et al. (2021), los cuales extrajeron flavonoides de
corteza de pino Larix decidua un material completamente lignificado, lo cual puede ayudar a
comprender el fendmeno de extraccion con DES sobre estos recursos naturales altamente
resilientes. La mejor combinacion fue la sintetizada con ChCI/1,4 butanediol 1:2 molar con el 25
% de agua (383 mg equivalentes de catequina por g), una cantidad alta por el tipo de material.
Segun los andlisis de polaridad efectuados mencionan que, entre parametros solvatacromicos, el
pardmetro o es debido al HBD, el & engloba tanto el HBA como el HBD y B es debido al HBA por

el ion cloruro. El ChCl/1,4 butanediol obtuvo valores mayores al agua en los valores B y =, l0S
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cuales posiblemente sean responsables de la capacidad de extraccion, sin embargo, también se
puede deber al impedimento estérico formado en el DES.

En el presente estudio no se realiz6 el ensayo de Folin-Ciocalteu para la medicion de compuestos
fendlicos totales (capacidad reductora total), ya que los elementos contenidos en el reactivo de
Folin-Ciocalteu no son compatibles con las sales y HBD de los DES, al igual por el caracter &cido
de algunos DES ocurre una reaccion indeseada precipitando el reactivo, obstruyendo claramente
su lectura (Bener et al., 2022; Percevault et al., 2021).

9.3.2 Cuantificacion de Luteolina 7-O-glicésido y Quercetina 3-O-ramnoésido

En las Figuras 23 y 25, se muestra la cuantificacion de quercetina 3-O-ramndsido y luteolina  7-
O-glicésido, respectivamente. Diversas investigaciones sefialan que el contenido de flavonoides en
frutos, hojas y tallos de algunas especies del género Capsicum se encuentran C- u O-glicosilados,
de los cuales resaltan por su presencia y cantidad la quercetina, luteolina y apigenina unidas a
hexosas, ramnosas, pentdsidos, y/o algun otro glucésido (Antonio et al., 2018; Carvalho Lemos et
al., 2019; Hernandez-Pérez et al., 2020; Wahyuni et al., 2013). Es por ello que se seleccioné como
moléculas de interés luteolina 7-O-glicésido y quercetina 3-O-ramnésido (Figura 24), ademas por
su interés en la industria farmacéutica por su potente actividad antioxidante (Li et al., 2016;
Rehfeldt et al., 2022; Tang et al., 2019; Zou et al., 2018).

En este sentido se cuantificd el contenido de quercetina 3-O-ramndsido, donde se observd que los
DES sintetizados con 1,6 hexanediol fueron los que mayor capacidad de extraccidén presentaron
siendo el DES ChCI/1,6 hexanediol 1:1 molar el que mejor respuesta tuvo, con casi 8 ug/g de BS,
seguido de la relacion molar 1:4. Por otro lado, para los HBD glicerol y etilenglicol solo la
proporcién molar 1:1 presentd capacidad de extraccion, mientras que las molaridades 1:2, 1:3y 1:4
no se detectd concentracion de los flavonoides en cuestion. Ademas, en los DES usandos 1,4
butanediol se observo el mismo comportamiento donde la proporcion molar 1:1 fue la que mayor
rendimiento obtuvo (>3 ug/g), encontrando que a medida que la molaridad incrementaba decrecia

el rendimiento; solo en la relacion molar 1:4 se registro un ligero aumento.
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Figura 23.Extraccion de quercetina3-O-ramndsido mediante DES y disolventes organicos

acido levulinico fue el que mejor extraccion presento. La

Por parte de los acidos carboxilicos el

6 hexanediol

lo estuvo por debajo que el 1

,

, asi mismo so

relacion molar 1:1 fue superior a las demas

ya que se observo que en la relacion

1:1 molar, el comportamiento de este HBD difiri de los otros,

molar 1:2 disminuyo, en la 1:3 aumentd y en la 1:4 disminuy6 nuevamente. Con respecto al acido

lactico el mejor DES fue el 1:2 molar, resultando que a medida que aumentaba la proporcién molar

decrecia el contenido de quercetina 3-O-ramndsido.

Nuestros resultados concuerdan con lo obtenido por Fu et al. (2022), ellos obtuvieron flavonoides

(quercetina, naringenina. catequina, pinocembrina y crisina) de cascara de Carya cathayensis,

mediante ChCl/acido malico 1:1 molar, lo que demuestra el potencial de los acidos organicos en la

extraccion de flavonoides.

Se ha observado la alta solubilidad de la quercetina-3-O-rutinosido (rutina), en DES hechos con

107



ChCl/glicerol 1:1 molar con el 20 % de agua, siendo superior a los DES elaborados con azUcares,
aminoacidos y metanol. Estos resultados difieren a lo reportado en el estudio efectuado ya que los
DES hechos con glicerol no presentaron altos rendimientos de extraccion de quercetina-3-O-
ramnosido, esto probablemente debido a la viscosidad y solubilidad de la ramnosa en el glicerol
(Huang et al., 2017).

OH
Figura 24. Estructura molecular de la A) quercetina-3-O-ramnosido y B) luteolina 7-O-glicosido

En cuanto a la extraccion de luteolina 7-O-glicésido, el HBD 1,6 hexanediol fue el que mejor
capacidad de extraccion presentd esto en la relacion molar 1:4 y 1:1. Los HBD glicerol y
etilenglicol de igual forma la relacion molar con mayor extraccion fue la 1:1, decreciendo conforme
la molaridad incrementaba. El 1,4 butanediol se comport6 de forma similar al 1,6- hexanediol, las
relaciones molares con mayor extraccion fueron la 1:1y 1:4. Los acidos carboxilicos en particular
el levulinico tuvo una mayor extraccion que el lactico. EI ChCl/&cido lactico 1:1 molar fue la mejor
relacion molar, observando que la 1:4 no presentd extraccion. Se observo que a medida que la
molaridad incrementaba disminuyé la extraccion.

Esto concuerda con lo reportado por Torres-Vega et al. (2021), quienes mencionan que la mejor
extraccion de luteolina 7-O-glicésido es con ChCI/1,2 propanediol 1:3 molar esto en hojas de  B.
globosa. Se observa en la figura 26 que la mayoria de los DES con alcoholes como HBD
presentaron extraccion del metabolito.

Los disolventes EtOH, MeOH vy agua fueron usados como referencia. Se observé que en la
quercetina-3-O-ramnosido el mejor disolvente fue el EtOH, seguido del MeOH y agua, caso
contrario en la luteolina 7-O-glicésido el MeOH y el agua fueron los mejores disolventes, el EtOH
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no presento extraccion. Cabe mencionar que todos los HBD estudiados tuvieron en al menos una
relacion molar, mayor capacidad de extraccion que estos disolventes. Por los resultados antes
mencionados, se seleccioné el DES ChCI/1,6 hexanediol 1:1 molar para optimizar la extraccion de

flavonoides glicosilados de biomasa de pimiento morron.

1g hatedinn 7-O ghuood do/ g de bicans seca
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Figura 25 Extraccion de luteolina 7-O-gluc6sido mediante DES y disolventes organicos

Mansinhos et al. (2021), reportaron una mayor extraccién de luteolina-7-O-glicosido de hojas de
Lavandula pedunculata mediante DES de ChCl/acido lactico 1:1 molar y 30 % de agua, con
rendimientos de hasta 91.15 pg/g de extracto. Esto difiere de nuestros resultados ya que los autores
expresan el contenido en g de extracto. Para obtener resultados orientados a la aplicacién
tecnolodgica de la biomasa, se expresaron como pg/g de BS.

La capacidad de extraccién entre diversos DES y disolventes convencionales se debe a que los
DES tienen la capacidad de formar enlaces de hidrdgenos entre si y entre los flavonoides, estos
enlaces propician que el metabolito tenga una mayor capacidad de solubilizacion en el medio, como
muestra de esto la catequina es mas soluble en ChCl/acido malico 1.5:1 molar que el agua y el
etanol al 50 %. Otro factor que contribuye a este efecto es la interaccion que pueden tener los
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compuestos con el DES, la cual es superior en los DES que en el agua o etanol, esto es debido a la
viscosidad y tension superficial los cuales promueven la difusion e incremento de la transferencia
de masa (Masinhos et al., 2021).

Un fendmeno interesante es el clculo de cuantos enlaces de hidrdégeno puede formar la catequina
con el DES antes mencionado, que se estima en 763.06, mientras que con el etanol 602.12 y con el
agua 410.05. El &cido mélico aporta un 18.87 % de enlaces de hidrdgeno, el catién de la colina
aporta un 50.62 %, el anion del cloruro aporta un 8.35 % y el agua del medio aporta un 22.16 %.
Mientras que el etanol forma 301.39 enlaces de hidrégeno y el agua solo 300. Asi mismo la vida
media de estos enlaces es superior en el DES, por ende, los compuestos son estables durante méas
tiempo. Con respecto a las interacciones no covalentes, resalta que el anién del cloruro en el DES
puede servir para enlazar los &tomos de hidrégeno de los grupos hidroxilo en la catequina y otros
hidrogenos del mismo disolvente (Fu et al., 2022).

Che Zain et al. (2021), extrajeron flavonoides de hojas de palma (Elaeis guineensis), los mejores
rendimientos los obtuvieron con el uso de DES basados en ChCl como HBA y 1,2-propanediol,
1,4-butanediol y glicerol 1:4, 1:4 y 1:3 molar, con un 33, 38 y 29 % de agua respectivamente.
Obtuvieron hasta 22 mg EQ/g de flavonoides totales, 20 mg/g de luteolinay 130 mg/g de apigenina,
siendo superiores a lo reportado en la biomasa de pimiento morrén.

Los resultados de flavonoides totales (espectrofotométrico) y los obtenidos por UPLC, difieren en
cuanto a los DES con mayor capacidad de extraccion, esto se puede explicar con lo mencionado
por (Juri¢ et al., 2021). Al igual que nosotros, sus resultados difieren entre ambas metodologias,
esto se puede deber a que los primeros son menos sensibles y que la absorbancia total refiere al
total de compuestos que emiten a una longitud de onda particular. Por otro lado, la variacion de pH
entre los DES puede interferir en la medicion espectrofotométrica sobrestimando su valoracion.
Pandey et al. (2014), tras amplias pruebas solvatacromicas, espectroscépicas y fluorescentes
mencionan la polaridad de algunos DES llamados etalina, glicina, relina y malina los cuales se
componen de cloruro de colina y 1,2-etanediol, glicerol, urea y acido maldnico, respectivamente.
Segun sus resultados los DES con regiones dipolares son etalina y glicina por la presencia de
alcohol. Sin embargo, el DES mas dipolar fue la malina. Esto puede explicar el comportamiento
en la extraccion de flavonoides glicosilados con DES sintetizados con dioles o acidos. Xu et al.,
(2019) corroboraron lo antes mencionado, observaron que flavonoides polimetoxilados son méas
afines a DES sintetizados con ChCl y &cido levulinico el cual presenté una polaridad baja.

Alrugaibah et al. (2021), extrajeron flavonoides (quercetina y miricetina) de semillas y cascaras de
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uva, los mayores rendimientos fueron con DES &cidos compuestos por ChCl/acido levulinico y
etilenglicol 1:1:2 molar, las mejores condiciones fueron usando ultrasonido durante 35 min (bafio
ultrasénico). Esto se asemeja a lo reportado en la Figura 24.

9.4 Optimizacion del Proceso de Extraccion de Flavonoides Totales, Luteolina-7-O-glicosido y
Quercetina 3-O-ramndsido (Etapa 1V)

9.4.1 Flavonoides Totales

El DES seleccionado para llevar a cabo la optimizacién fue el compuesto por ChCly 1,6 hexanediol
en proporcién molar 1:1. Para optimizar la extraccion de flavonoides totales, luteolina y quercetina
glicosiladas, se uso un disefio central compuesto rotable de dos factores. En el Cuadro 15 se muestra
el andlisis de varianza de la variable de respuesta flavonoides totales. La significancia del modelo
se baso en el valor F y en el valor p, de igual forma el porcentaje de contribucion ayuda a entender
los valores presentados.

El modelo mostro ser significativo (F 95.20, p <0.000), contribuyendo de manera importante a la
explicacion del mismo (98.55 %). Como se esperaba el modelo lineal no fue significativo (p
0.801), por ende tampoco los factores (tiempo seg, y potencia %). ElI modelo cuadratico fue
significativo como se muestra en el Cuadro 15, ambos factores contribuyeron de manera importante
al mismo. Al igual la interaccion de ambos fue significativa. Cabe mencionar que no hubo falta de
ajuste, por lo que la R?fue de 98.55 % y la R? ajustada 97.52 %.

La ecuacion de regresion que explica el modelo es la siguiente flavonoides totales = -3.812 +
0.1871 T + 0.2915 P -0.002701T?2 - 0.002565 P? + 0.000452 T*P. Donde: T=tiempo en segundos;
P= potencia en %.
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Cuadro 15. Andlisis de varianza (ANOVA) para la variable de respuesta flavonoides totales

Fuente GL SCs Contribucién SC SCM Valor Valor
(%) ajustados ajustados F p
Modelo 5 33.7210 98.55% 33.7210 6.7442 95.20 0.000
Lineal 2 0.0325 0.09% 0.0325 0.0162 0.23 0.801
Tiempo (seg) 1 0.0170 0.05% 0.0170 0.0170 0.24 0.639
Potencia (%) 1 0.0155 0.05% 0.0155 0.0155 0.22 0.654
Cuadrado 2 33.3693 97.52% 33.3693 16.6846  235.53 0.000
Tiempo*Tiempo 1 15.4854 45.26% 19.8303 19.8303  279.94 0.000
Potencia*Potencia 1  17.8839 52.27% 17.8839 17.8839 252.46 0.000
Interaccion de 2 1 0.3192 0.93% 0.3192 0.3192 451 0.071
factores
Tiempo*Potencia 1 0.3192 0.93% 0.3192 0.3192 451 0.071
Error 7  0.4959 1.45% 0.4959 0.0708
Falta de ajuste 3 03715 1.09% 0.3715 0.1238 3.98 0.108
Error puro 4 0.1244 0.36% 0.1244 0.0311
Total 12 34.2168 100.00%

GL (grados de libertad); SCs (Suma de cuadrados secuenciales); SC (Suma de cuadrados
ajustados); SCM ajustados (Suma de cuadrados medios ajustados)

En la Figura 26 se puede observar la grafica de contornos de flavonoides totales, resalta la zona
optima en el centro de los rangos de las dos variables de proceso (potencia y tiempo), donde se
aprecia que con potencias de entre 50-70 % y tiempos de 30-50 seg son los mejores para extraer
flavonoides totales de biomasa de pimiento morrén. En la Figura 26 se muestra la grafica de
superficie de flavonoides totales, se puede observar su curvatura, reflejando que el modelo es
cuadréatico, asi mismo se pueden apreciar las condiciones que maximizan la extraccion de

flavonoides totales.
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Figura 26. Gréfica de contorno de flavonoides totales, donde se observa la regién donde se
optimiza la extraccion acorde a la potencia y al tiempo de extraccion.
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Figura 27. Grafica de superficie de respuesta para flavonoides totales

9.4.2 Luteolina 7-O-glic6sido

El analisis de varianza para la variable de respuesta luteolina 7-O-glicésido se muestra en el Cuadro
16. Se observa que el modelo general fue significativo con un valor p <0.05 y una contribucion del
96.74 %. El modelo lineal resultd ser significativo siendo la potencia el factor que aporta a este
resultado (p <0.05). En las Figuras 28 y 29, se muestran las graficas de contornos y de superficie.

Cuadro 16. Andlisis de varianza (ANOVA) para la variable de respuesta luteolina 7-O-glucésido
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Contribucién SC SCM Valor Valor
Fuente GL ~ SCs (%0) ajustados ajustados F p
Modelo 5 18.6826 96.74% 18.6826 3.73652 4152 0.000
Lineal 2 5.3844 27.88% 5.3844 2.69218 29.91 0.000
Tiempo (seg) 1 0.0075 0.04% 0.0075 0.00745 0.08 0.782
Potencia (%) 1 5.3769 27.84% 5.3769 5.37691 59.74 0.000
Cuadrado 2 4.9862 25.82% 4.9862 2.49311 27.70 0.000
Tiempo*Tiempo 1 3.2436 16.80% 3.8330 3.83296 42,59 0.000
Potencia*Potencia 1 1.7426 9.02% 1.7426 1.74265 19.36  0.003
'”te][acc'on de2 1 g3120 43.04% 83120 831203 9235 0.000
actores
Tiempo*Potencia 1 8.3120 43.04% 8.3120 8.31203 92.35 0.000
Error 7 0.6300 3.26% 0.6300 0.09000
Falta de ajuste 3 0.2941 1.52% 0.2941 0.09803 1.17 0.426
Error puro 4 0.3359 1.74% 0.3359 0.08398
Total 12 19.3126 100%

GL (grados de libertad); SCs (Suma de cuadrados secuenciales); SC (Suma de cuadrados

ajustados); SCM ajustados (Suma de cuadrados medios ajustados)

El modelo cuadratico también fue significativo los dos factores contribuyeron al mismo con valores

F y p adecuados. La interaccion de ambos factores (tiempo y potencia), fueron significativos ya

que ambos factores resultaron ser de importancia para la extraccion de este metabolito. La falta de
R296.74 % y R? ajustada

ajuste no fue significativa (Cuadro 18), por lo que se obtuvo una

94.41 %. ElI modelo matematico arrojo la siguiente ecuacion de regresion luteolina 7-O-glucésido
=27.095-0.2346 T - 0.2211 P + 0.001188 T2 + 0.000801 P? + 0.002306 T*P. Donde: T= tiempo

en segundos; P= potencia en %
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Figura 28. Grafica de contorno de luteolina 7-O-glucdésido, donde se observa la region donde se
optimiza la extraccion acorde a la potencia y al tiempo de extraccion.
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Figura 29. Gréfica de superficie de respuesta para luteolina 7-O-glucésido

9.4.3 Quercetina 3-O-ramndsido

En el Cuadro 17, se muestra el analisis de varianza de la quercetina 3-O-ramnésido.
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Cuadro 17. Andlisis de varianza (ANOVA) para la variable de respuesta quercetina 3-O-
ramnosido

Contribucién SC SCM Valor Valor
Fuente GL SCs (%0) ajustados ajustados F p
Modelo 5 29.9113 95.72% 29.9113 5.9823 31.29 0.000
Lineal 2 0.8965 2.87% 0.8965 0.4482 2.34 0.166
Tiempo (seg) 1 0.8284 2.65% 0.8284 0.8284 433 0.076
Potencia (%) 1 0.0681 0.22% 0.0681 0.0681 0.36 0.570
Cuadrado 2 26.5647 85.01% 26.5647 13.2823 69.47 0.000
Tiempo*Tiempo 1 3.6422 11.66% 6.3335 6.3335 33.12 0.001
Potencia*Potencia 1 22.9225 73.35% 22.9225 22.9225 119.88 0.000
'”te][acc'on de2 4 o502 7.84% 24502 24502  12.81 0.009
actores
Tiempo*Potencia 1  2.4502 7.84% 2.4502 2.4502 12.81 0.009
Error 7 1.3385 4.28% 1.3385 0.1912
Falta de ajuste 3  1.1440 3.66% 1.1440 0.3813 7.85 0.038
Error puro 4 0.1944 0.62% 0.1944 0.0486
Total 12 31.2498 100.00%

GL (grados de libertad); SCs (Suma de cuadrados secuenciales); SC (Suma de cuadrados
ajustados); SCM ajustados (Suma de cuadrados medios ajustados)

El modelo general resulté ser significativo con un valor p <0.05 y una contribucion del 95.72 %,
el modelo lineal no fue significativo, sin embargo, el modelo cuadratico fue significativo al igual
que los dos factores evaluados, la interaccién de ambos también fue significativo. EI modelo no
presentd falta de ajuste, por lo que arrojo una R? de 95.72 %, y R? ajustada de 92.66 %.

El modelo arroj6 la siguiente ecuacion de regresion Quercetina 3-O-ramnosido=-1.58 + 0.2101 T
+ 0.3949 P - 0.001901T? - 0.001527 P? - 0.001252 T*P. Donde: T= tiempo en segundos; P=
potencia en %. A continuacion se muestran las graficas de contorno y de superficie (Figura 30 y

31 respectivamente).
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Figura 30. Gréfica de contorno de quercetina 3-O-ramndsido, donde se observa la region donde
se optimiza la extraccion acorde a la potencia y al tiempo de extraccion.
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Figura 31. Grafica de superficie de respuesta para quercetina 3-O-ramnosido

Se aprecia la region optima en los puntos centrales, alrededor de 20 a 60 seg y 50 a 70 % de
potencia. Esto lo refleja la gréafica de superficie, se puede observar la curvatura del comportamiento
de extraccion estudiando ambos factores. En el Cuadro 18 se muestran los resultados

experimentales de las 13 corridas del disefio central compuesto rotable.
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Cuadro 18. Resultados experimentales de flavonoides totales, quercetina 3-O-ramnosido, luteolina
7-O-glucosido de las 13 corridas del disefio central compuesto rotable

. Flavonoides Quercetina Luteolina 7-

Corrida Punto Tiempo (seg) Potencia i jes mg 3-0- O-glucésido

(%) EQ/gdeBs 'amnosido /g de BS
g ng/g de BS ne/s ae
1 1 1.0(15)  -1.0(35) 5.85 10.89 18.06
2 1 1.0 (65) -1.0(35) 5.03 12.67 15.20
3 1 -1.0 (15) 1.0 (85) 5.56 12.02 13.55
4 1 1.0 (65) 1.0 (85) 5.87 10.67 16.45
5 1 -1.41 (4) 0.0 (60) 5.09 12.25 16.53
6 -1 1.41 (75) 0.0 (60) 5.19 13.75 16.33
7 -1 0.0 (40) -1.41 (24) 5.38 11.23 17.11
8 -1 0.0 (40) 1.41 (95) 5.24 11.32 14.78
9 0 0.0 (40) 0.0 (60) 8.71 14.56 14.25
10 0 0.0 (40) 0.0 (60) 8.83 14.29 14.93
11 0 0.0 (40) 0.0 (60) 8.80 14.88 14.93
12 0 0.0 (40) 0.0 (60) 8.74 14.72 14.90
13 0 0.0 (40) 0.0 (60) 8.39 14.66 14.79

EQ (equivalentes de quercetina)

Nuestros resultados son similares a lo reportado por Ahmad et al. (2021), quienes extrajeron &cido
glicirricico de raices de regaliz, mediante sonda ultrasonica. Ellos observaron que la temperatura
con mayor rendimiento fue 40 °C, 50 % de amplitud, 30 seg de trabajo (pulsos), y un tiempo de 3
min; estos factores en conjunto proporcionan un mayor rendimiento de extraccion. La temperatura
ayuda a romper los enlaces intermoleculares de los compuestos en la vacuola celular, la amplitud
rompe las células mediante la cavitacion acustica, mientras que el tiempo entre menor sea la
factibilidad econdmica es mejor. Ademas de que se evita la degradacion de los metabolitos a causa
de la generacion de radicales libres por el proceso ultrasonico (Ahmad et al., 2021).

Se ha observado que tiempos de extraccién de 120 seg son los éptimos para la extraccion de
crocinas de Gardenia jasminoides, esto asistido de ultrasonido con potencia de 400 W, siendo la
mejor, ya que potencias superiores pueden degradar el compuesto. La relacién sélido-liquido méas
eficiente fue 40 mL/g de peso seco. La temperatura ideal fue 35 °C ya que estos compuestos son
termolabiles. Cabe mencionar que los autores efectuaron dicha extraccion con ChCI/1,2
propilenglicol 1:2 molar, mientras que en el presente trabajo se usé ChCl/ 1,6 hexanediol 1:1 molar.
El ultrasonido segin imagenes SEM ocasion6 una erosion y dafio a la pared celular, permitiendo

la penetracion del solvente a la célula vegetal (Huang et al., 2022).
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9.4.4 Optimizacion

Se realizo6 un analisis de superposicion de contornos de las tres variables de respuesta, para obtener
una optimizacién adecuada del modelo y de las variables, esto quiere decir que las tres variables se
superponen para obtener los datos optimizados. En la Figura 32 se muestra la gréfica de
superposicion de contornos. Las condiciones que maximizan la extraccion de los tres factores
estudiados fueron 35.30 segundos de extraccion y 74.89 % de potencia de sonicacion. En el Cuadro
19 se muestran los resultados experimentales obtenidos bajo las condiciones arrojadas por el
modelo predictivo. Cabe mencionar que las tres variables estuvieron dentro de los rangos de
variabilidad (IC 95).

Cuadro 19. Valores experimentales obtenidos siguiendo las condiciones éptimas arrojadas por el
modelo matematico

Extracto Flavonoides totales Quercetina 3-0O- Luteolina 7-O-
(mg EQ/g BS) ramndsido (ng/g BS)  glicosido (ng/g BS)
DES (ChCl/1,6
hexanediol 1:1 10.31 £ 0.16a 14.54 £ 0.49a 14.14 £ 0.16a
molar)
EtOH 80% 9.66 + 0.39a 5.05 + 0.54b 6.95 + 0.50b

Letras diferentes muestran significancia estadistica (P <0.05), segun la prueba de Tukey. Los
resultados muestran la media + DE de tres réplicas (n=3).
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Figura 32. Grafica de contornos superpuestas de las tres variables para optimizar la extraccion de
flavonoides totales, quercetina 3-O-ramnésido y luteolina 7-O-glicésido

En reportes previos de literatura, se reporta la optimizacién de la extraccién de quercetina,
isorametina y kaempferol de brocoli y cebolla; los autores fijaron el método de extraccion
(ultrasonido) por ser el que mejor rendimiento tiene en contraste con la maceracion y microondas.
Las condiciones optimas de recuperacion fueron 35 minutos, 20 °C y relacion solido liquido 1
9/30 mL de DES (betaina/D-manitol 1:1 molar) (Dai et al., 2019). Fu et al. (2021), observaron que
el tiempo donde la extraccién de compuestos fendlicos totales de cascara de Carya cthayensis, fue
14 min, sin embargo, menciona que esto puede dafar la pared celular pudiendo limitar la
transferencia de masa, ademas de que tiempos largos pueden generar una mayor presion, mayor
temperatura y generacion de radicales libres. La temperatura con mejores rendimientos fue 70 °C,
aunque a tiempos elevados esta temperatura puede destruir los compuestos fendlicos. La potencia
de ultrasonicacidn estudiada fue de 60 a 600 W, observaron que la mejor fue 400 W, debido que si
se incrementa puede generar fendmenos sonoquimicos y fuerzas de corte mayores que pueden
dafar los fitoquimicos. Segun el disefio Box-Behnken las condiciones Optimas para obtener
compuestos fendlicos totales fueron 15 min, 40 mL/g de DES y material vegetal, 80 °C de
temperatura 'y 460 W de potencia, que en conjunto extrajeron un total de 61.31 mg equivalentes de

acido galico/g de peso seco. Concluyen que la sonicacién es una herramienta fundamental en la
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extraccion de bioactivos, debido a los fendmenos fisicoquimicos ocasionados por la cavitacion
acustica, ademas de que por la baja presion de vapor del DES mejora la cavitacion y por ende la
eficiencia (Fu et al., 2021). Nuestros resultados concuerdan con lo antes mencionado.

Sukor et al., (2021) extrajo &cido tanico de cascara de cebolla por medio de ChCl/urea 1:1 asistido
de ultrasonido de sonda, los autores identificaron las condiciones éptimas de extraccion las cuales
fueron relacién sélido liquido 1:10 y un ciclo de trabajo de 10 %, esto se debe a que la sonda que
ellos usaron fue de 700 W una potencia fuerte que potencialmente puede destruir los flavonoides.
Convirtiendo el % de amplitud a W en el presente estudio se trabajé con 374.45 W, siendo
superiores a lo reportado por los autores antes mencionados. Esto se debe a la composicién del
material usado ya que la cascara de cebolla contiene en su mayoria fibras insolubles, celulosa,
hemicelulosa y polisacaridos (Reddy y Rhim, 2018).

An et al. (2021), optimizaron mediante un disefio Box-Behnken la extraccion de &cido elagico de
cascara de nuez. EI DES con mayor rendimiento fue el ChCI/1,2 propanol 1:1 molar con 30 % de
agua, y las condiciones éptimas fueron 70 min de extraccion, 199.22 W de potencia del ultrasonido
y una relacion solido-liquido de 39.78 mg/mL, obtuvieron 4.35 mg/g del compuesto.

Bajkacz et al. (2018) optimizaron simultdneamente la extraccion de 8 flavonoides agliconas (rutina,
naringenina, hesperidina, neohesperidina, quercetina, kaempferol, naringina y crisina), para ello
usaron un disefio central compuesto rotable de tres factores (temperatura, tiempo y velocidad de
agitacion), el DES seleccionado fue el compuesto por acetilcolina y acido lactico 2:1 molar con 30
% de agua. Mencionan que la temperatura y el tiempo fueron significativos sin embargo la
interaccion entre las variables no lo fue. Las condiciones 6ptimas fueron 45 min de extraccion, 60
°C y una velocidad de agitacion de 1400 rpm.

Bajkacz et al., (2020) optimiz6 la extraccion de cuatro catequinas (epigalocatequina, galato de
epigalocatequina, galato de galocatequina y galato epigalocatequina), mediante un disefio central
compuesto rotable de tres factores (tiempo, temperatura y relacion sélido liquido). Las condiciones
Optimas fueron 50 min de extraccion, 50 °C y relacion sélido liquido 1:10. La R? del modelo fue
0.8721 observando un modelo cuadratico. EI DES con mejores resultados fue acido malico/reactivo
de Girard 2:1 molar con 30 % de agua.

Bertolo et al. (2021) optimizaron la extraccién de flavonoides totales de residuos de granada, para
ello utilizaron un modelo central compuesto rotable de cuatro factores, los cuales arrojaron las

siguientes condiciones relacion solido-liquido 1 g/20 g de DES (ChCl/acido lactico), 35 % de &cido

121



lactico y 75 % de ChCI (peso/peso), 25 min de extraccion a 45 °C. Todas las variables fueron
significativas con una R? de 0.7998. Sin embargo, el modelo presentd falta de ajuste por lo que no
se pudo predecir el modelo matematico; los autores mencionan que a pesar de esto se consiguieron
las mejores condiciones del proceso.

Bi et al. (2013), optimizaron la extraccion de miricetina y amentoflavona con DES hechos con
alcoholes como HBD; sus resultados difieren de los nuestros ya que el mejor DES evaluado fue el
elaborado con ChCI/1,4 butanediol 1:2 molar. Cabe mencionar que también evaluaron el 1,6
hexanediol siendo el que menores resultados arrojo. Esto supone que estos flavonoides tienen una
polaridad diferente a la de la quercetina y luteolina glicosiladas resultado de su glicosilacion.
También se puede deber a que la competicidn por el anidn cloruro entre los flavonoides y el HBD
es alta, ademas de que si el espacio entre las moléculas del HBD es grande puede envolver al anién
cloruro permitiendo que solo una molécula mas se una. Y por otro lado el exceso de redes de
enlaces de hidrégeno producido por el HBD (alcohol), puede producir un impedimiento estérico
evitando las interacciones entre los flavonoides y el anidon cloruro (Bi et al., 2013).

Yoo et al. (2018), extrajeron acidos fendlicos y flavonoides de granos de café; sus resultados
concuerdan con los nuestros ya que la mejor combinacién de DES fue con ChCI/1,6 hexanediol
1:7 molar y 32.5 % de agua. Las mejores condiciones de proceso fueron 60 °C durante 10 min
asisitido de ultrasonido. Fu et al. (2021), optimizaron la extraccion de antocianinas de puré de
blueberry. Las condiciones 6ptimas fueron 3.2 min, 325 W de potencia de ultrasonido, 71 °C y 60
mL/g relacion liquido-solido; esto concuerda con nuestros resultados ya que la potencia y tiempo
de extraccion fueron muy similares.

Ivanovi¢ et al. (2021), obtuvieron mayores rendimientos en la extraccion de flavonoides
glicosilados y agliconas con ChCl/acido lactico 1:4 molar, sin embargo se observo una mayor
afinidad de extraccion de flavonoides glicosilados con HBD dioles que con acidos. Se optimizaron
las condiciones de extraccion con bafio ultrasonico resultando en 85 min 'y 38 % de agua en el DES.
Jeong et al. (2017), optimizaron la extraccion de flavonas C-glicosiladas de Cymbidium kanran,
sus resultados concuerdan con los nuestros ya que el mejor DES para su extraccion fue el
ChCl/dipropilenglicol 1:4 molar, seguido de ChCI/1,6 hexanediol 1:4 molar. Las condiciones
Optimas fueron 26 % de agua y 86 min de extraccion asistida de ultrasonido (bafio). Los autores
comentan que los DES sintetizados con polioles pueden aumentar su capacidad de extraccion
conforme el nimero de grupos hidroxilo del HBD disminuye. Mientras que en el caso de los dioles
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su rendimiento incrementa conforme el largo de la cadena de carbonos (Jeong et al., 2017).
Probablemente por dichas razones el 1,6 hexanediol presenté una mayor capacidad de extraccion
en el presente estudio.

Se ha optimizado la extraccidn de fenoles totales de A. cinnamomea donde el DES seleccionado
fue ChCl/acido maldnico 1:1 molar, y las variables de proceso Optimas fueron relacion
solido/liquido 40 g/mL, 20 % de agua, 55 °C y 70 min asistido de ultrasonido de bafio. EI tiempo
requerido aument6é considerablemente usando bafio con ultrasonido, en cambio con sondas
ultrasonicas los tiempos pueden ser de segundos (Chu et al., 2022).

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por Cui et al. (2015), ya que el DES con mayor
capacidad de extraccion de genistina, genisteina y apigenina de raices de frijol tipo guandd, fue el
sintetizado con ChCl/1,6 hexanediol 1:7 molar con 30 % de agua. Las condiciones dptimas segun
el disefio Box-Behnken fueron 600 W de potencia de microondas, relacion sélido-liquido 1 g/14
mL, 80 °C y 11 min. Probablemente la polaridad de dichos metabolitos es similar a los estudiados
en la presente investigacion. Cui et al. (2018), optimizaron la extraccion de rutina, quercetina-3-
O-glucosido, quercetina, kaempferol e isoramnetina. Para este caso, el mejor DES fue ChCl/1,4
butanediol 1:3 molar, las condiciones optimas fueron 1 g/21 mL relacién solido-liquido, 64 °Cy
17 min asistido de microondas, obteniendo rendimientos de 8.972, 1.821, 9.104, 0.445 y 0.493
mg/g, respectivamente.

Luo et al. (2020), optimizaron las condiciones de extraccion de catequinas de té verde, usando
ChCl/glicerol; nuestros resultados concuerdan en la optimizacion ya que la potencia del ultrasonido
optima fue 461.5 W, 21 min de extraccion y 1/36 g/mL. Sin embargo, no especifican la temperatura
de proceso, difiriendo en los minutos evaluados. Shang et al. (2018) optimizaron la extraccion de
kaempferol y quercetina gluroconizados y glicésilados de hojas de C. paliurus. EI mejor DES fue
ChCl/1,4 butanediol 1:5 molar y los valores 6ptimos de extraccién fueron 30 % de agua, 30 min
de extraccioén, 60 °C y una relacién sélido-liquido de 20 mg/mL. Nuestros resultados concuerdan
con los descritos previamente ya que se fijo la temperatura en 50 °C.

Plaza et al. (2021), optimizaron la extraccion de compuestos fendlicos totales y actividad
antioxidante de cascara de mangostan, con una extraccion optimizada con 18.8 % de agua, 60 %
de amplitud y 15 min de extraccion. EI DES mejor evaluado fue ChCl/acido lactico 1:2 molar. La
amplitud usada fue similar a la mostrada en el presente estudio; cabe mencionar que los W de

potencia ejercida son superiores a los usados por los autores.
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9.5 Evaluacion Antioxidante in vitro del Extracto Optimizado (Etapa V)

En el Cuadro 20 se plasmd la actividad antioxidante del extracto optimizado obtenido con DES y
con EtOH al 80 %. Se puede observar la baja capacidad para donar electrones (ABTS, DPPH y
reducir el ién férrico (FRAP). Sin embargo, la capacidad para donar atomos de hidrégeno fue
prometedora (ORAC), como se observa el extracto obtenido con DES fue superior a lo obtenido
con EtOH al 80 %.

Cuadro 20. Actividad antioxidante in vitro del extracto optimizado

Ensayo
ABTS DPPH FRAP ORAC
Extracto (mmol ET/100g (mmol ET/100g (mmol ET/100g (mmol ET/100 g
BS) BS) BS) BS)
DES (ChCl/1,6
hexanediol 1:1 16.67 £ 4.48b 1.64 £ 0.02a 6.18 £ 0.54a 38.66 + 4.16a
molar)
EtOH 80 % 19.75 £ 1.81a 1.79+0.12a 4.19 £ 0.40b 15.86 £ 1.641b

Letras diferentes muestran significancia estadistica (P <0.05), segun la prueba de Tukey. Los
resultados muestran la media + DE de tres réplicas (n=3).

Nuestros resultados difieren de lo reportado por Santos et al. (2021), los cuales extrajeron
flavonoides y &cidos fendlicos de cascarilla de diferentes variedades de arroz, los DES usados
fueron ChCl/éacido lactico 1:10 molar, ellos obtuvieron una ICso de 180 pg/mL de extracto esto en
la inhibicion del radical DPPH, esto pudo ser debido a la variedad de fitoquimicos en los extractos.
Flavonoides de biomasa de manzana extraidos con ChCl/etilenglicol 1:4 molar presentd mayor
inhibicion del radical DPPH (84.7 %), al igual obtuvo mayores concentraciones de umoles
equivalentes de Trolox en el ensayo de FRAP (110 mmol/ 100 g de peso seco) (Moni Bottu et al.,
2022). Nuestros resultados en este Gltimo son superiores, esto por la naturaleza de la biomasa
estudiada.

Aceites esenciales extraidos de hojas de Perillae folium presentaron una gran capacidad
antioxidante donando electrones inhibiendo los radicales ABTS y DPPH con una ICso menor de

5000 pg/mL, el DES con mayor extraccion fue ChCl/acido malico 1:1 molar (Chen et al., 2022).
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Extractos de hojas de Terminalia chebula presentaron una ICso del radical DPPH de 6.64 ng/mL,
mientras que un contenido de 631,000 mmol equivalentes de Fe?/100 g de peso seco; el DES con
mejores resultados fue el ChCl/acido malico 1:2 molar con 30 % de agua (Choudhary et al., 2021).
Dabeti¢ et al. (2020), revelaron que la combinacion de ChCl/acido citrico 2:1 molar ejerce
actividad antioxidante por si misma debido la naturaleza del acido citrico ya que se ha reportado
como un compuesto con actividad antioxidante. Fu et al. (2021), extrajeron compuestos fenolicos
de céscaras de Carya cayathanesis esto mediante ChCl/acido malico 1.5/1 molar asistido de
ultrasonido (400 W). Observaron que la actividad antioxidante del DES, comparado con los
controles, fue superior ya que obtuvieron 30 mmoles ET/100 g de peso seco en la inhibicion del
radical DPPH. Mientras que en la inhibicién del radical ABTS obtuvieron 55 mmoles ET/100 g y
en el ensayo FRAP 55 mmoles ET/100 g, sefialando que el ultrasonido incrementd la actividad en
un 46.1, 73.7 y 137.7 % en comparacion con disolventes tradicionales y extraccion por calor y
agitacion. Estos resultados son superiores a lo reportados en la presente investigacién, sin embargo
se debe principalmente al material vegetal estudiado.

La actividad antioxidante de aceites esenciales de Litsea cubensis obtenidos con ChCl/acido
oxalico 1:1 molar, presentaron una inhibicion del 50 % del radical DPPH y ABTS con 7,560 ug/mL
y 4,520 ug/mL de extracto, respectivamente (Guo et al., 2021). Mansinhos et al. (2021), reportaron
28.8, 24,40y 112 mmoles ET/100 g de peso seco de hojas de Lavanda pedunculata en los ensayos
ABTS, DPPH, FRAP y ORAC respectivamente.

Zannou et al. (2022), mostraron la capacidad de donar electrones de extractos de Rhus coriaria
obtenidos con ChCl/acido lactico 1:2 molar, presentando un contenido maximo de 235,479 mmol
ET/100 g (DPPH) y 307,056 mmol equivalentes de sulfato de hierro/ 100 g (FRAP). Cabe
mencionar que dichos resultados se obtuvieron extrayendo los compuestos con DES asistido de
ultrasonido el cual fue superior a la extraccion por agitacion.

Zannou y Koca (2022), extrajeron antocianinas de blackberry, dichos extractos fueron superiores
a lo reportado en la presente investigacion, donde su valor maximo en la inhibicion del radical
DPPH fue de 6,877 mmol ET/100 g, en FRAP fue de 8,308 mmol equivalentes de sulfato de
hierro/100 g. Cabe mencionar que los DES con mayor capacidad antioxidante no fueron los que
mayor rendimiento presentaron de fenoles totales, flavonoides o antocianinas; sin embargo, como
HBD se us6 acido citrico y xilitol por lo que los HBD por si mismo pudieron ejercer actividad

antioxidante.
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En cuanto a la seguridad en el uso del 1,6 hexanediol se ha reportado como un ingrediente grado
alimenticio el cual puede usarse en los recubrimientos y/o empaques de alimentos, excepto los
destinados para infantes. En ensayos in vitro se observo que no presenta efectos citotoxicos en
condrocitos y linfocitos. Se ha observado que el 1,6 Hexanediol diluido en agua al 80 % no mostro
irritacion en piel de conejo, después de 20 h. Conejos con dosis de hasta 3 g/kg de peso
administrado por sonda sobrevivieron, sin embargo, gatos administrados con 10 g /kg de peso
murieron, mientras que otros dos sobrevivieron. En ratas no se ha observado signos de
neurotoxicidad o alteracidn histopatoldgica. Ratas suministradas con 1,6 hexanediol via parenteral
durante 4 y 6 semanas con dosis maximas de 1 g/kg de peso, no presentaron alteraciones salvo un
retraso en el desarrollo del crecimiento. La DLso en ratas via oral es de 3730 mg/kg, en ratones
intraperitonial 1738 mg/kg , mientras que en conejos es superior a 10 g/kg de peso (PubChem,
2022). Yogiara et al. (2015), mencionan que el 1,2 hexanediol puede ser usado como un
antimicrobiano en cremas y otras aplicaciones cosméticas por lo que es un ingrediente inocuo para

formular cosmecéuticos.
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10. CONCLUSIONES

La biomasa de pimiento morron es abundante en metabolitos secundarios principalmente
del tipo fendlico como flavonoides, también es fuente de terpenoides, esteroles, saponinas,
esteroides y alcaloides, los cuales podrian tener relevancia en aplicaciones biomédicas relacionadas
con su potencial antioxidante in vitro. Los principales compuestos identificados en la cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas fueron esteroles, terpenos, acidos grasos y alcaloides,
lo que confirma su deteccion en el tamizaje fitoquimico.

Los DES sintetizados presentaron propiedades fisicoquimicas (pH, densidad, viscosidad,
conductividad eléctrica) caracteristicas de los mismos, previamente reportadas en la literatura. Asi
mismo, el andlisis FTIR confirma la modificacion de las sefiales de grupos funcionales
caracteristicos debido a la formacion de enlaces de hidrogeno entre el HBA y el HBD,
corroborando la formacion de redes extendidas de enlaces de hidrogeno en proporciones eutécticas,
lo cual da origen a sus propiedades de solvatacion.

Se logro la extraccion de fenoles totales, luteolina 7-O-glicosido y quercetina 3-O-ramndsido
mediante los DES asistidos de ultrasonido, obteniendo 10.31 mg EQ/g BS, 14.14 ug/g BS y 14.54
ug/g BS respectivamente. Asi mismo se logré optimizar el proceso de extraccién identificando los
valores de tiempo (35.3 s) y potencia de sonicacion (74.8 %) que maximizan la extraccion de
flavonoides glicosilados, por lo que podria ser rentable la valorizacion de la biomasa de pimiento
morron para la extraccion de estos fitoquimicos.

El extracto optimizado presentd capacidad antioxidante principalmente en el método ORAC, lo
que sefiala que los flavonoides tienen capacidad de donar protones, lo que indica que podria ser un
potente captador de especies reactivas de oxigeno.

Los DES mostraron ser superiores a la extraccion de flavonoides totales y glicosilados, en
comparacion con la extraccion con disolventes convencionales, asi mismo el uso del ultrasonido
como tecnologia asistida a los DES es una herramienta que disminuye considerablemente el tiempo
de extraccion, por lo que ambos métodos pueden ser usados en conjunto para optimizar la
extraccion de fitoquimicos de materiales vegetales.

La utilizacion de los DES como disolventes para extraer fitoquimicos es una alternativa factible ya

que presenta mayores rendimientos comparado con solventes tradicionales como el etanol, metanol
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y agua al igual una actividad antioxidante superior, por lo que su uso para valorizar biomasas y
otros subproductos agricolas no alimenticios puede llegar a ser prometedor tanto para la industria

farmacéutica como alimenticia.
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11. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un perfil metabolomico con la finalidad de identificar los
fitoquimicos presentes en la biomasa de pimiento morron. Una vez identificados, cuantificar los de
interés y determinar cudl de ellos se encuentra en mayor cantidad en la biomasa para posteriormente
optimizar la extraccion de dicho (s) compuesto (s).

Por otro lado, es importante estudiar la toxicidad in vitro e in vivo de los HBA, HBD y DES
seleccionado para la optimizacion (ChCI/1,6 hexanediol) esto para dilucidar posibles aplicaciones
futuras usando el extracto total conteniendo el DES y los fitoquimicos, en una aproximacion con
100 % de economia atémica.

Se sugiere elucidar la formacion de enlaces de hidrégeno en los DES, mediante resonancia
magnética nuclear de protdn, para corroborar la sintesis de los mismos. Al igual que realizar
estudios de calorimetria diferencial de barrido por sus siglas en inglés (DSC).

Es importante el aislamiento y purificacion de los metabolitos, puesto que podrian ser de utilizacion
para la industria quimica (estandares cromatograficos), farmacéutica (suplementos) y/o alimenticia
(aditivos antioxidantes). Esto podria realizarse mediante dialisis de los extractos para eliminar el
DES y aislar los compuestos de interés. Es de relevancia estas operaciones ya que el extracto crudo
por su naturaleza (biomasa) puede contener moléculas indeseadas como plaguicidas, metales
pesados entre otros xenobidticos.

Si se corrobora que el DES usado no genera toxicidad, este podria ser empleado para estudios in
vivo para evaluar su eficacia para inhibir enzimas, marcadores moleculares y/o células que

ocasionen desdrdenes metabolicos o enfermedades cronico degenerativas.
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