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RESUMEN

En la actualidad, existe un interés en la busqueda de alternativas sostenibles para la
extraccion de compuestos bioactivos. Una de las nuevas tendencias es el uso de los
NaDES (solventes eutécticos profundos naturales), mezclas formadas a partir de
azucares, acidos organicos, derivados de colina y polioles presentes en plantas. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el uso de los NaDES en la extraccion de compuestos
fendlicos en los residuos de cacao, estos residuos pueden ser aprovechados por la
industria cosmética, farmacéutica y alimentaria. En el disefio experimental se prepar6 5
combinaciones de NaDES basados en betaina como HBA (aceptor de enlace de
hidrégeno) y glucosa, glicerol, acido lactico, &cido oxalico y propilenglicol como HBD
(donador de enlace de hidrogeno). Se describié las propiedades fisicoquimicas como
densidad, viscosidad, conductividad eléctrica, pH y formacion de enlaces de hidrégeno
mediante el FT-IR. Se encontré que los NaDES basados en glucosa, propilenglicol y
glicerol obtuvieron porcentajes de hemdlisis mayores al 50%. Ademas, los extractos con
NaDES basados en glicerol y propilenglicol obtuvieron un mayor contenido fendlico en
comparacion con el solvente convencional. Asimismo, los mismos extractos presentaron
una mayor actividad antioxidante en DPPH, en contraste, se encontré que el pH de los
solventes podria afectar en el ensayo de FRAP o en la extraccion de metabolitos con
alto poder reductor férrico. Los resultados obtenidos destacan la importancia de
aprovechar los residuos de cacao y el potencial uso de los solventes no convencionales
(NaDES) en procesos industriales.

Palabras clave: NaDES, residuos de cacao, antioxidante, extraccién, quimica verde.
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ABSTRACT

Nowadays, there is an increasing in the search for sustainable alternatives for the
extraction of bioactive compounds. One of the new trends is the use the NaDES, mixture
formed from sugars, organic acid, choline derivates and polyols, compounds present in
plants. The objective of this work was to evaluate the use of NaDES in the extraction of
phenolic compounds in cocoa residues, which can be used in the cosmetic,
pharmaceutical and food industries. In the experiment design, 5 combinations of NaDES
based on betaine as (Hydrogen bonding acceptor) HBA and glucose, glycerol, lactic acid,
oxalic acid, and propylene glycol as HBD (Hydrogen bonding donor) were prepared.
Through FT-IR, hydrogen bond formation was identified and physicochemical properties
such as density, viscosity, electrical conductivity, and pH were described. It was found
that NaDES based on glucose, propylene glycol and glycerol obtained hemolysis
percentages higher than 50%. In addition, extracts with NaDES based on glycerol and
propylene glycol obtained a higher phenolic content compared to the conventional
solvent. Likewise, the same extracts presented higher antioxidant activity in DPPH, in
contrast, it was found that the pH of the solvents could affect in the FRAP assay or in the
extraction of metabolites with high ferric reducing power. The results obtained highlight
the importance of taking advantage of cocoa waste and the potential use of non-
conventional solvents (NaDES) in industrial processes.

Keywords: NaDES, cocoa residues, antioxidant, extraction, green chemistry
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CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Antecedentes

Los compuestos fendlicos son considerados los metabolitos secundarios mas
abundantes en las plantas y se derivan de la ruta pentosa fosfato, shikimico y
fenilpropanoides. Estan formados por uno o mas anillos aromaticos enlazados a uno o
méas grupos hidroxilo [1]. Existen alrededor de 8000 estructuras conocidas que se
clasifican en acidos fendlicos, estilbenos, lignanos y taninos [2]. Estos compuestos son
considerados excelentes antioxidantes naturales, presentando aplicaciones en la
industria textil, alimentaria y cosmética. El mercado de fenoles se ha valorado en unos
1370.8 millones de dolares en 2020 y se estima que se incrementara en un 2.9%,
llegando a 1725.4 millones a finales del 2027 [3]. Dado este crecimiento y la importancia
de los fenoles en diversas industrias, es crucial encontrar solventes eficientes para su

extraccion.

La obtencién de los compuestos fendlicos se realiza mediante técnicas de extraccion
sélido-liquido y liquido-liquido [4]. Para ello, se emplean solventes organicos que
incluyen alcoholes, acetonas, éter etilico, acetatos, hexano, propanol, agua, cloroformo
0 combinaciones de estos [3]. Boungo Teboukeu et al. (2018), encontré que el solvente
tenia una influencia significativa en el contenido fendlico y la actividad antioxidante en

la cascara de mazorca de cacao [4].

Bochi et al. (2014), reporté que la combinacién de acetona y agua (80:20) es 6ptima
para la extraccion de antocianina [5]. Asi mismo, Campos-Vega et al. (2018), mencionan
un mayor contenido fendlico con la mezcla acetona: agua y agua: etanol en comparacion
con la mezcla metanol: acetona [6]. Un estudio reciente llevado a cabo por Dewi et al.
(2022), evalud la capacidad de los solventes organicos para extraer compuestos
fendlicos, concluyendo que la mezcla 6ptima etanol-agua al 50% presenté mayor
rendimiento del contenido fendlico que el alcohol absoluto o agua desionizada [3]. Por
lo tanto, la eleccion del solvente es importante en la extraccion de los compuestos

fendlicos, ya que determina la eficacia con la que estos compuestos se disuelven.



El uso de los solventes convencionales para la extraccion de compuestos fendlicos no
es eficiente, debido a que algunos se evaporan a temperatura ambiente, son inestables
y en algunos casos, requieren medidas de seguridad personal durante su utilizacion [7].
Por lo tanto, la comunidad cientifica ha investigado alternativas que solucionen las
desventajas de los solventes convencionales, y una de ellas son los liquidos i6nicos
(ILs) [8].

Los ILs son una combinacion de cationes y aniones organicos o inorganicos que fueron
descubiertos en el afio 1914 por Paul Walden, quien preparé una sal de nitrato de
etilamonio. Sin embargo, debido a su alta toxicidad, baja biodegradabilidad y
sostenibilidad, investigaciones recientes han identificado que estos liquidos no son

ideales para la extraccion de compuestos bioactivos [9].

Una subclase de los ILs son los solventes eutécticos profundos (DES), los cuales se
definen como una mezcla de dos compuestos: un donador de enlace hidrégeno (HBD)
y un aceptor de enlace de hidrégeno (HBA), los cuales se asocian para formar una
mezcla eutéctica caracterizada por un punto de fusién menor a 100°C [10]. Abbott et al.
(2003), reportaron que la mezcla de cloruro de colina y urea forman un liquido a
temperatura ambiente [11]. Los DES presenta una alta biodegradabilidad, baja toxicidad
y bajo costo [12]. Sin embargo, los componentes usados en la sintesis de los DES
reducen la posibilidad en aplicaciones de la industria cosmética y alimentaria, debido a

que algunos componentes que los conforman podrian ser téxicos y costosos [13].

Una subclase de los DES son los disolventes eutécticos profundos naturales (NaDES)
descritos por Choi et al. (2011) como la tercera clase de liquidos que se encuentran en
las células vivas, junto con el agua y los lipidos, estos liquidos podrian ser un medio
alternativo para la biosintesis, el transporte y almacenamiento de los compuestos. Los
NaDES estan formados por la combinacion de compuestos naturales: &cidos organicos,
carboxilicos, azucares, aminoacidos, derivados de cloruro, alcoholes y urea [14]. Se
caracterizan por la interaccion de puentes hidrogeno o enlaces Van der Walls, y se
componen por la mezcla de un aceptor de hidrégeno (HBA) y un donador de enlace de
hidrégeno (HBD), lo que le atribuye ventajas como biodegradabilidad, baja toxicidad,

solubilizacion, capacidad de modular la viscosidad y polaridad [13].



Los NaDES que se han investigado para la obtencién de compuestos fendlicos son los
basados en cloruro de colina o betaina actuando como HBA, y &cidos organicos,
azucares, amidas, polialcoholes actuando como HBD, asi mismo, se conoce que los
NaDES interactuan con los compuestos fendlicos a través de multiples enlaces de
hidrogeno [15]. Segun Zhou, et al., (2023), los NaDES disuelven compuestos fendlicos,
debido a polaridades e interacciones quimicas similares, como los enlaces de
hidrégeno. Estas interacciones son tan fuertes que supera a las otras fuerzas
electrostaticas como polifenol — polifenol. La alta disolucion de los polifenoles y
solvatacion de los NaDES facilita la difusion de las moléculas fuera de las células
vegetales. Esta afinidad de los NaDES y compuestos fendélicos se puede conocer

teéricamente mediante un modelo para solventes reales, COSMO-RS [16].

Ademas, los NaDES presentan mayor estabilidad que los solventes convencionales, en
estudios previos se encontré6 que los NaDES basados en azlicares mantienen una
mayor estabilidad de los compuestos fendlicos, que el agua o etanol al 40% [17]. Por
otra parte, investigaciones recientes mostraron que los NaDES incrementan la
solubilidad de los productos naturales de 18 hasta 460 000 veces mas que el agua,
posibilitando su aplicacion en procesos de extraccion [18] .

1.2. Planteamiento del problema

El cacao (Theobroma cacao L.) se encuentra cultivado en regiones tropicales a nivel
mundial y su semilla es el componente fundamental utilizado en la elaboraciéon del
chocolate. Durante la temporada de los afios 2018 a 2019, la produccién mundial de la
semilla de cacao alcanzé un total de 4.7 millones de toneladas, y se estimo que, de esta
produccion, Africa contribuyé con un 76.3%, América con un 17.4% vy las regiones
restantes de Asia y Oceania con un 6.3% [19]. En este escenario global, Ecuador se
posiciona como el tercer productor mundial de cacao, generando 327 903 toneladas de
semilla cacao fino de aroma en el afio 2020 [20]. Para la obtencion de la semilla de
cacao, la mazorca y la cascarilla son los principales residuos representado el 80% de la
fruta en seco [21]. Estos residuos son dispersados en el suelo o quemados por los
agricultores, generando un impacto ambiental o una pérdida en los cultivos por la
propagacion de patégenos como Moniliophthora perniciosa [22]. Sin embargo, estos
residuos podrian aprovecharse, ya que presentan un contenido de polifenoles de 1.45

—94.95 mg GAE/g material vegetal, lo que los convierte en materia prima potencial para
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sSu uso en las industrias farmacéutica, cosmética y alimentaria [23]. Las técnicas de
extraccion convencional de estos compuestos requieren altos volumenes de solventes
organicos, generando un alto impacto ambiental y econdémico [24]. Asimismo, en el
contexto industrial, el proceso de obtencion de los compuestos fendlicos resulta costoso,
debido a que es necesario la remocién de los solventes utilizados, lo que implica un
consumo de tiempo, costos en maquinaria y riesgos al personal, por lo que deben utilizar

elementos de proteccion personal en la manipulacion de los solventes [25,26].

1.3. Justificacion de lainvestigacion

Los NaDES son solventes emergentes, descubiertos en el afio 2011 como
representantes de la quimica verde. Se caracterizan por ser biodegradables, no
inflamables, poseer baja toxicidad, bajos costos y facil preparacion [25]. A diferencia de
los solventes convencionales, los NaDES podrian ser seguros para el ser humano ya
que los componentes que los conforman son moléculas organicas como los azlcares,
acidos orgéanicos y acidos carboxilicos, los cuales son parte de diferentes organismos
vivos [17]. Las investigaciones sobre la aplicacion de los solventes eutécticos profundos
naturales se han incrementado exponencialmente en diferentes &reas como
nanotecnologia, sintesis quimica, electroquimica y medicina [27]. Por lo tanto, la
extraccion de compuestos fendlicos empleando NaDES es de gran interés a nivel
industrial debido a que presentan una mayor capacidad de solvatacién en la extraccion

de compuestos bioactivos [28].

En estudios previos, se identificaron combinaciones de NaDES que fueron aplicados
en la extraccion de compuestos fendlicos en semilla de cacao (SC). Entre ellas, la
combinacién de betaina: glicerol, present6 un contenido de catequina 1.46 + 0.06 mg/g
de peso seco, mientras gue la betaina: glucosa obtuvo un valor de fenoles totales de
22.82 + 0.40 mg equivalente &cido gélico/g de peso seco (SC). En contraste, el uso de
solventes convencionales presenté un menor contenido de catequina, con un valor de
0.90 £ 0.08 mg/g peso seco (SC). No obstante, en los fenoles totales no se encontraron
diferencias significativas con un valor 22.23 + 0.20 40 mg equivalente acido galico/ g de
peso seco (SC) [29]. Por otra parte, en la cdscara de semilla de cacao, la combinacién
de cloruro de colina: &cido malico obtuvo un contenido de epicatequina de 0.114 mg/g

extracto [30].



Adicionalmente, segun los estudios de Ruezgas et al., (2019), se observé un incremento
en el contenido de fenoles totales en los residuos de cacao al emplear NaDES basado
en cloruro de colina y acido lactico, con un valor de 52.86 + 1.05 g (EAG) equivalente
acido gélico/100 g peso seco. En comparacion con el solvente convencional, etanol al
70% que obtuvo un valor de 19.55 + 1.05 g EAG /100 g [31].

Estos resultados sugieren la posibilidad de obtener extractos con alto contenido de
compuestos bioactivos. En consecuencia, la investigacion sobre los NaDES en la
extraccion de compuestos bioactivos en Ecuador es necesatria, ya que podria afiadir un
valor agregado a los residuos de cacao. Ademas, crea nuevas oportunidades para

impulsar la sostenibilidad en los procesos a escala industrial en la regién.

1.4. Objetivos de lainvestigacién
1.4.1. Objetivo general

Evaluar el uso de solventes eutécticos profundos naturales (NaDES) en la extraccion de

compuestos fendlicos de los residuos de cacao.

1.4.2. Objetivos especificos

e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas (viscosidad, densidad, pH vy
conductividad) y describir la estructura de los NaDES mediante espectroscopia
infrarrojo -FITR.

e Determinar la toxicidad de los NaDES en la sangre mediante el ensayo de
hemdlisis.

e Determinar la actividad antioxidante DPPH y FRAP de los extractos con NaDES.

e Determinar la combinacion Optima de los NaDES para la extraccion de

compuestos fendlicos en residuos de cacao.



CAPITULO Il: MARCO METODOLOGICO

El enfoque que se utilizé para la evaluacion del uso de solventes eutécticos profundos
naturales consta de cuatro etapas: 1) preparacion de los solventes eutécticos profundos
naturales (NaDES), 2) evaluacién de las propiedades fisicoquimicas (densidad,
viscosidad, pH y toxicidad), 3) comparacion de la extracciéon de polifenoles con NaDES
VS. solventes convencionales, 4) evaluacion de la actividad antioxidante (DPPH y
FRAP) de los extractos con NaDES y solvente convencional.

2.1. Preparacion de los liquidos eutécticos profundos naturales (NADES)

Se realizaron combinaciones de betaina con diversos compuestos, entre los que se
incluyen propilenglicol, glucosa, acido oxalico, acido lactico y glicerol (Tabla 1). Estas
mezclas se sometieron a calentamiento y agitacion, a temperaturas dentro de un rango
de 50 a 80 °C y a una velocidad en 260 rpm. Posteriormente, se afiadié agua en un
rango de 30-50%.

Los liquidos obtenidos se dejaron en reposo de 24 a 48 h a temperatura ambiente, se
realizé las combinaciones por triplicado y se almacené en un desecador para los analisis

posteriores. Se nombré cada combinacién con diferentes codigos para su identificacion.

Tabla 1. Condiciones de preparacion de los NaDES

NaDES* Relacién Temp. Tiempo Cddigo Ref
molar [°C] [min]
HBA HBD
Propilenglicol (1:4) 80 30 NaDELs#30 [32]
Glucosa (1:1) 50-60 120 NaDELs#31 [29,33]
Acido oxalico (1:1) 80 40 NaDELs#32 [34]
Betaina i
Acido lactico a:7) 50 120 NaDELs#33 [35]
Glicerol (1:2) 60 120 NaDELs#34 [31]

*Nota: Se emplearon reactivos comerciales
Realizado por: Encalada, 2023.



2.2. Evaluacién de las propiedades fisicoquimicas y toxicidad de los NaDES

2.2.1. Espectroscopia Infrarrojo

Para identificar los enlaces de hidrogeno se emple6 el espectrofotometro FTIR (PERKIN
ELMER SPECTRUM TWO/Estados Unidos), en tiempo real con una resolucion éptima
de 0.5 cm?, los datos se obtuvieron en un rango espectral de 4000-550 cm™. Se tomé 5
UL de cada muestra y se colocé en el cristal del equipo. Se analizaron las mezclas y sus

componentes a temperatura ambiente.

2.2.2. Densidad, viscosidad, pHy conductividad eléctrica

Se realiz6 la medicion de la densidad, pH, viscosidad y conductividad a temperatura
ambiente. Para la densidad se utilizé un picnometro de 10 mL. La viscosidad se
determind con un viscosimetro (viscosimetro dinamico NDj-5S-8S-9S/China), se utilizd
un volumen de 200 mL para cada liquido, la medida del rotor y angulo se ajusté de

acuerdo con la viscosidad que tenia la muestra.

Para medir la conductividad eléctrica se utilizd6 el conductimetro (Conductometer
Metrohm -914 pH/DO/Conductometer/Suiza) con un volumen de 50 mL de cada
solvente. Para la medicién del pH aparente se us6 el pH-metro (Edge® blu/Espafa) y
se diluy6 la muestra con agua en una relacién 1/10 (v/v). Los ensayos de cada propiedad

fisicoquimica se realizaron por triplicado.

2.2.3. Hemblisis

Para determinar la toxicidad de los NaDES se utilizé la metodologia de Proafio et al.,
(2019) con ligeras modificaciones, en las concentraciones. Para trabajar con las
muestras de sangre se obtuvieron los permisos de los voluntarios (Anexo 4). Se obtuvo
4 mL de sangre y se centrifugé a 1000 RCF para descartar el plasma. Posteriormente,
se realizé el lavado de los eritrocitos con 10 mL de PBS (buffer fosfato salino) estéril 1X,
se centrifugé a 1000 g y se descartd el sobrenadante, este procedimiento se repitid
hasta que el sobrenadante quedoé claro. Se afiadié 50 mL de PBS 1X para obtener una
concentracion al 4% v/v. Se transfirieron 200 pL de cada muestra a tubos de 1.5 mL, y

se afiadié 200 uL de la solucién de eritrocitos al 4% (v/v). En el control negativo, se
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afadio 200 pL de PBS 1X y 200 pL de la solucién de eritrocitos, en el control positivo,
se agregaron 200 pL de solucion de eritrocitos, 195 pL de PBS 1Xy 5 pL de Triton X-
100 (Promega). Se realizaron 5 repeticiones para la muestra, control positivo, control
negativo y se incubé a 37 °C por 120 minutos [36].

Se centrifugé a 1000 RCF por 5 min y se transfiri6 200 uL del sobrenadante de cada
concentracion a una placa multipocillos (Anexo 3). Finalmente se midi6 la absorbancia
a una longitud de onda de 560 nm. Los datos adquiridos del control positivo se
consideraron como 100% de hemdlisis. El porcentaje de hemdlisis se determiné de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

% Hemdlisis = M x 100
° (Ax — A)

A= Absorbancia de la muestra
AO= Absorbancia del control negativo
Ax= Absorbancia del control positivo

2.3. Preparacion del material vegetal

Los residuos de cacao fueron proporcionados por la empresa Magic Nature (Quito —
Ecuador). Después del proceso de fermentacion y tueste, se obtuvieron los residuos

secos de cacao (RSC). Se almacend en un desecador hasta su posterior uso.
2.4. Extraccion de compuestos fenélicos de los residuos de cacao

El proceso de extraccion se realizd segun el protocolo proporcionado por la empresa
Magic Nature. Se macero y evalud la capacidad de extraccion de los NaDES (NaDELs#
30, NaDELs#31, NaDELs#33 y NaDELs#34) frente al solvente convencional (mezcla
etanol-agua). Se utiliz6 una cantidad de solvente y un material vegetal estdndar para
este tipo de extraccion. Estas muestras se mantuvieron almacenadas durante 5 dias,
agitandose durante 1 minuto cada dia. Después, el extracto final se filtré utilizando un
tamiz #60 ASTM y se almacend a temperatura ambiente para su posterior analisis. Este
procedimiento se realizé por triplicado para cada solvente. El protocolo fue similar para

el solvente convencional (mezcla etanol-agua).
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2.5. Cuantificacion de fenoles

La cuantificacion de fenoles totales se realiz6 de acuerdo a la metodologia descrita por
Matic, et al., (2017) con ligeras modificaciones, en el rango de la curva de calibracién y
tiempo de incubacion [37]. Se prepar6 una curva de calibracion con el estandar &cido
gélico en concentraciones (60-100 pg/mL) (Anexo 6). Se prepar6 concentraciones de 3
y 4 mg/mL de los extractos en tubos de 1.5 mL. Se tomo6 una alicuota de 200 pL de cada
extracto y se transfiri6 a tubos de ensayo, se afiadié 1720 uL de agua destilada, y 80 pL
de reactivo de Folin. Las muestras se mezclaron en un vortex y se dejaron en reposo
por 5 minutos. Posteriormente, se afiadié 200 L de la solucién de Na;COs (7 % p/v) y
1800 pL de agua destilada. Se mantuvo en oscuridad a temperatura ambiente por 60
minutos. Se midi6 la absorbancia a 765 nm en el espectrémetro UV-3600i Plus UV-Vis-
NIR.

Se realizé la validacién del método respecto al limite de deteccién y cuantificacion,
linealidad, precision (repetibilidad y precision intermedia), y veracidad (% recuperacion).
Se utilizaron tres concentraciones diferentes: 62 pg/mL para el nivel bajo, 74 pg/mL

para el nivel medio y 94 pg/mL para el nivel alto.

2.6. Actividad antioxidante

2.6.1. Ensayo DPPH (2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo)

La inhibicion de los radicales libres DPPH se determin6 mediante el ensayo de Sanchez-
Moreno et al., (1998) con ligeras modificaciones, se prepar6 una solucion de DPPH (-
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) con etanol grado industrial y se almacend en refrigeracion
a 4 °C hasta su uso. Se prepararon soluciones de trolox a concentraciones (10-400 pM).
Para las muestras se prepararon concentraciones en un rango de 50 — 5000 pg /mL en
tubos de 1.5 mL. Para determinar el porcentaje de inhibicién se midio tres absorbancias:
absorbancia de la muestra, absorbancia blanco de la muestra y la absorbancia de la
solucién del DPPH. Las absorbancias se midieron en un espectrofotometro para
microplacas (GloMax® Explorer Multimode Microplate Reader/) a una longitud de 490

nm.

Para medir la absorbancia de la muestra, se tom6 100 pL del extracto o estandar, se

afadio 100 pL del etanol y 50 pL de la solucion DPPH. En la absorbancia de la solucion
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DPPH, se tomé 200 pL de etanol y se afadio 50 uL de DPPH, y para medir la
absorbancia del blanco de la muestra, se tomé 100 pL del extracto o estandar y se
afiadié 150 pL de etanol. (Anexo 9). Se determiné el porcentaje de inhibicién segun la

féormula:

% Inhibicién = [1 (Absorbancia de la muestra — Absorbancia blanco de la muestra) % 100
6 Inhibicion = | Absorbancia del DPPH ]

Se determind el ICso de las muestras y estandar, mediante el software R. El ICs €s la
concentracion a la cual las muestra inhiben la actividad del radical DPPH en un 50%.
Los resultados (Anexo 8) se expresaron en umoles equivalentes de trolox /gramos RSC
con la siguiente formula:

IC 50tr010x[un:r?£es]

IC 5omuestra [%]

TE =

2.6.2. Ensayo FRAP (Poder Reductor Férrico)

La determinacién del poder reductor férrico se realizé con el ensayo de Benzie y
Strain, (1996) con ligeras modificaciones en el tiempo de incubacion y volumenes de los
reactivos. Se prepard la solucion FRAP (Potencial Antioxidante Reductor Férrico)
compuesta por solucion buffer a 20 mM (pH 3.6), TPTZ (2,4,6-Tri(2-piridil)-1,3,5-triacina)
y FeCls, se almacend a 37°C. Se prepararon disoluciones de concentracion (0.1 - 1 mM)
de sulfato de hierro heptahidratado. Para las muestras se prepararon concentraciones
de 4 mg/mL. Se midi6 las absorbancias del blanco, muestra y estandar en una placa
multipocillos a una longitud de onda de 600 nm. En la muestra se colocé 300 uL de
FRAP, 10 uL de la muestra y 30 L de agua destilada, en la solucién del FRAP se afiadi6
300 uL del FRAP y 40 uL de agua destilada, (Anexo 10). Se incubd la placa por 4 min
y se leyd la absorbancia en un espectrofotometro para microplacas (GloMax® Explorer
Multimode Microplate Reader). Los resultados se expresaron en pmoles Fe*? /g RSC

(residuo seco cacao) (Anexo 8).

2.7. Andlisis estadistico

Para el tratamiento de datos se realizé un andlisis de varianza ANOVA para cada uno
de los ensayos con un nivel de significancia de p < 0.05. Después, se realiz6 una prueba

post-hoc de Tukey para comparar las medias, con un nivel de confianza del 95 %.
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Adicionalmente, se realizd una correlacion de Pearson entre los tres ensayos fenoles
totales, FRAP y DPPH. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el

software.
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CAPITULO lIl: PRESENTACION DE DATOS Y RESULTADOS

3.1. Formacién de los NaDES

Se obtuvieron 5 mezclas liquidas con diferentes proporciones molares reportadas en la
(Tabla 2). Por cada mezcla se realiz6 tres réplicas, resultando en 15 muestras
liquidas.

Tabla 2. Descripcién de los NaDES elaborados

Muestra Descripcién
NaDELs #30 Se formd un liquido incoloro, burbujeante
NaDELs #31 Se formd un liquido incoloro, burbujeante
Se formé un liquido transparente con cristales que
NaDELs #32 _
sedimentaron
NaDELs #33 Se formd un liquido incoloro, burbujeante
NaDELs #34 Se formo un liquido incoloro, burbujeante

Realizado por : Encalada, 2023.

Las mezclas NaDELs#30, NaDELs#31, NaDELs#33 y NaDELs#34 mostraron un
contenido de agua inferior al 50%, mientras que NaDELs#32 presentd un contenido de

agua superior al 50%.

3.2. Propiedades fisicoquimicas de los NaDES

Se realizaron evaluaciones de las propiedades fisicoquimicas de cuatro NaDES
especificos : NaDELs#30, NaDELs #31, NaDELs# 33 y NaDELs #34. Se excluyo, el
NaDELs#32 de los posteriores ensayos debido a la formacion de precipitados, lo que

indico que no formaba una mezcla estable a temperatura ambiente.

3.2.1. Viscosidad

La viscosidad de los NaDES es una propiedad importante para los procesos de
extraccion. Los valores obtenidos de los NaDES se encontraron en un rango de 30 +

0.0a287.33cP. Enla(Tabla 3) se puede observar el valor de la viscosidad, las mezclas

12



con mayores valores fueron el NaDELs # 31 y NaDELs# 34 con viscosidades de 287.33
+ 1.57 y 75.33 + 0.57 cP, respectivamente. En cambio, los NaDES que presentaron
menores viscosidades fueron el NaDELs# 30 y NaDELs# 33 con valores de 34.33 +
0.57 y 30 cP.

Tabla 3. Medida de las propiedades fisicas de los NaDES por triplicado a temperatura

ambiente.
Muestras Densidad pH Viscosidad Conductividad
[g/ml] [cp] eléctrica [ps/cm]
NaDELs#30 1.059 + 0.0003 5673 <+ 0.0058 34333 + 05774 519533 + 2.0817
NaDELs#31 1252 + 0.0023 5593 + 0.0058 287.333 + 15275 3116.66 =+ 3.0551
NaDELs#33 1149 + 0.0008 2.190 + 0.0000 30.000 + 0.0000 4029.66 =+ 6.6583
NaDELs#34 1171 + 0.0006 5.626 =+ 0.0115 75333 + 05774 242933 + 4.1633

Realizado por: Encalada, 2023.
3.2.2. Densidad

Los valores de densidad fueron de 1.05 + 0.0003 a 1.25 £ 0.0023 g/mL. En la (Tabla 3)
se observan que los NaDES mas densos fueron el NaDELs # 31 y NaDELs# 34 con
densidades de 1.25 + 0.0023 y 1.17 = 0.0006 g/mL. Por otra parte, los NaDES con
menores valores de densidad fueron los NaDELs# 30 y el NaDELs# 33 con 1.05 +
0.0003y 1.14 + 0.0008 g/mL, respectivamente.

3.2.3. pH

El pH de los NaDES varia en un rango de 2.19 hasta 5.67 + 0.0058. En la (Tabla 3) se
observa que los NaDELs# 30, NaDELs#31 y NaDELs# 34 tienen valores de pH similares
de 5.67 + 0.0058, 5.59 + 0.0058 y 5.62 + 0.0115 respectivamente. Sin embargo, el
NaDELs# 33 present6 un pH mas bajo correspondiente a 2.19.

3.2.4. Conductividad eléctrica

La conductividad de los NaDES se encontr6 en un rango de 2429.33 + 4.16 a
5195.33 + 2.08 pS/cm. En la (Tabla 3) se observa que los NaDES con menor
conductividad eléctrica fueron el NaDELs# 31 y NaDELs# 34 con valores 3116.66 + 3.05
y 2429.33 £ 4.16 puS/cm, respectivamente. Por otro lado, para los NaDELs# 30 y
NaDELs#33 se obtuvieron valores de 5195.333 + 2.0817 y 4029.666 + 6.6583 puS/cm.
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3.3. Caracterizacion de los NaDES y sus componentes mediante FTIR

En la (Figura 1) se observan los espectros IR de los NaDES, que incluyen el
NaDELs#30, NaDELs#31, NaDELs#33, NaDELs#34, junto con sus respectivos
componentes: betaina, propilenglicol, glucosa, acido lactico, glicerol. Asimismo, en los
Anexos 11, 12, 13y 14, se indica el numero de onda y los modos vibracionales de los

NaDES y sus componentes.

En todos los NaDES se identificaron las bandas de absorcion caracteristicas del
espectro de IR de la betaina, como se muestra en la (Figura 1). Se observo tres sefales
intensas en 3 356.98, 2 924 y 1 627.59 cm™, relacionados al estiramiento de los grupos
O-H, CH;2 y C=0, respectivamente. Adicionalmente, se detecta una banda a 1 568.08
cm?, que se atribuye al grupo N-H. Ademas, se detectaron bandas de baja intensidad
en 2 957.14 y 1 398.01 cm™, correspondiente al estiramiento de los grupos CHs, C-N,

respectivamente.

En el espectro del propilenglicol se observé una banda ancha en 3 312.6 cm™ que
pertenece al estiramiento del grupo O-H. Ademas, se detectd bandas intensas a 2 930,1
136.06, 1 038.36 y 921.83 cm, que corresponden al estiramiento del grupo CH,, la
flexién del grupo CH: y el estiramiento de los grupos C-O y C-O-C, respectivamente. En
el (Anexo 11) se observa los grupos funcionales y modos vibracionales del NaDELs#
30.

En la (Figura 1) se visualiza el espectro IR del NaDELs #30 formado por betaina y
propilenglicol, se identificaron bandas intensas en 3 332.73, 2 972.82, 2 855.40, 1
632.66 y 1 041.53 cm™, que corresponden al estiramiento de los grupos O-H, CHs, CHp,
C=0 y C-O, respectivamente. Ademas, se observl un pico de baja intensidad en 1

562.20 cm* asociado al grupo N-H.
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(betaina:

En la (Figura 2) se observa el espectro IR del NaDELs#31 compuesto por betaina y

glucosa, se mostré una banda en 3 287.76 cm™ correspondiente al estiramiento del
grupo O-H. También se observaron bandas en 1 630.82, 1 399.24, 1 149.34y 1 019.78

cm?, los cuales se relacionan al estiramiento del grupo C=0, la flexién del grupo C-O-H

15



y los estiramientos de los grupos C-O respectivamente. Asi mismo, se detectd una
banda de baja intensidad en 1 562.20 cm™ la cual se atribuye al grupo N-H. En el
espectro de la glucosa se observaron bandas intensas en 3 277.32, 1 014.55, 925.35 y
1 360.32 cm?, las cuales corresponden al estiramiento de los grupos O-H, C-O, C-Cy
flexion del grupo C-O-H. En el (Anexo 12) se observa los grupos funcionales y modos

vibracionales del NaDELs# 31.
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El espectro IR del NaDELs#33 formado por betaina y acido lactico, se muestra en la
(Figura 3). Se observa un pico intenso a 3 391.11 cm™, correspondiente al estiramiento
del grupo O-H. Ademas, se presentd el estiramiento del grupo carbonilo C=0 en las
bandas en 1 719.43 cmy 1 634.19 cm™. También se detectaron la deformacion o flexion
de los grupos CHs, C-H y O-H en picos a 1455.59, 1 375.33 y 1 044.06 cm?,
respectivamente. Asimismo, se presentaron bandas intensas a 2 925.67, 1 12559y 1
226.60 cm, correspondientes al estiramiento de los grupos CH;, C-O y C-O-C,
respectivamente.
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Figura 3. Espectro de los NaDES y sus componentes
individuales. NaDELs#33 (betaina: acido
lactico)

Realizado por: Encalada, 2023

17



En el &cido lactico puro se identificod una banda en 3 391.11 cm™ que corresponden al
estiramiento del grupo O-H. Ademas, se evidencid el estiramiento de los grupos C=0,
CHs, C-O, C-O-C en 1 718.05, 2 942.56, 1121.01 y 1 096.28 cm, respectivamente. Del
mismo modo, se observo bandas intensas en 1 455.59, 1 375.33, 1 042.06 cm-1
correspondiendo la flexiébn de los grupos CHs, C-H y O-H, respectivamente. En el

(Anexo 13) se observa los grupos funcionales y modos vibracionales del NaDELs# 33.
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Realizado por: Encalada, 2023
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En la (Figura 4) se mostro el espectro IR del NaDELs# 34 constituido por betaina y
glicerol. Se observo el estiramiento de los grupos O-H a 3 320.29 cm®, CH; a 2 924.7,
Se observo el grupo carbonilo C=0y el grupo CH; a picos en 1 630.79 y 2 854.18 cm™,

respectivamente.

Ademas, se presentd picos en rangos de 1 041.58 y 1 111.89 cm™ relacionados con el
estiramiento del grupo C-O, asimismo, se identifico la deformacion de los grupos CH: a
1459.18 cm?, C-O-H a1 249.18 cmty O-H a 1 328.61 cm™. El glicerol puro, presentd
el estiramiento de los grupos O-H a 3 282.87 cm™®, C-H a 2 879.57 y 2 933.61 cm?, C-
O a 103052y 1108.53 cm?, C-C-O a 851.17, 922.39 y 993,34 cm™. También se
observé la flexion de los grupos O-H a 1 328.05 cm™?, CH, a1 415.76 cmty C-O a1
211.01 cm™. En el (Anexo 14) se observa los grupos funcionales y modos vibracionales
del NaDELs# 34.

3.4. Hemolisis de las NaDES

La toxicidad de los NaDES en la sangre se realiz6 a través del ensayo de hemdlisis. En
la (Figura 2), se observan los resultados de los NaDELs# 30, NaDELs# 31, NaDELs#
33, NaDELs# 34 y etanol, obteniéndose valores de 86.20 + 0.39, 91.62 + 0.59, 38.13 +
1.22,85.36 £ 0.99 y 63.48 £+ 1.70%, respectivamente.

Asimismo, se obtuvieron resultados de los componentes de los NaDES, los cuales
incluyen betaina, propilenglicol, glucosa, glicerol, y acido lactico con porcentajes de
hemolisis de 70.93 + 0.52, 93.79 + 1.89, 2.66 + 0.12, 1.70 + 0.18, 32.61 + 1.13 %,
respectivamente. En la (Figura 5) se evidencia la interaccién de los componentes de los
NaDES; en particular, el NaDELs# 34 (betaina-glicerol) y NaDELs# 31 (betaina-
glucosa), presentaron porcentajes de hemodlisis significativamente superiores a los

componentes individuales con un nivel de significancia (p < 0.05)

La glucosa y el glicerol presentaron los menores porcentajes de hemdlisis debido a que
la glucosa es un compuesto utilizado en la produccion de energia, especificamente ATP
(adenosin trifosfato), generado en los procesos metabdlicos como la glucdlisis. [38].
La energia producida es fundamental para mantener la funcion de los eritrocitos [39].
En cambio, el glicerol es utilizado como crioprotector debido a que penetra la membrana

celular, protegiendo al eritrocito de los dafios causados por la congelacién [39].
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Realizado por: Encalada, 2023

Por otra parte, el NaDELs# 33 presentd un porcentaje de hemdlisis significativamente
menor que la betaina y mayor que el acido lactico (p < 0.05). En contraste, no se
encontraron diferencias significativas en los NaDELs#30, NaDELs#31 NaDELs#34 entre
si (p > 0.05) . Mientras que, los NaDELs#30 y NaDELs#31 no presentaron diferencias
significativas con el control positivo (tritén), p > 0.05.

3.5. Extraccion de compuestos fendlicos

Los extractos con NaDES y etanol presentaron diferencias significativas en el contenido
de fenoles totales (Figura 6). Se observé un alto contenido de fenoles totales en los
extractos con NaDELs# 30 y NaDELs# 34 con valores de 18.42 + 0.973y 19.53 + 1.234
mg EAG /g RSC respectivamente, seguido de los extractos con el solvente convencional
con un valor de 14.67 £ 0.96 mg EAG /g RSC, NaDELs# 33 con 12.98 + 0.541 mg EAG
/g RSC y NaDELs# 31 con 9.86 = 0.578 mg EAG/ gRSC, (Anexo 7). Los NaDELs# 30
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y NaDELs# 34 obtuvieron un mayor contenido fendlico y no presentaron diferencias
significativas entre si (p > 0.05). Ademas, el extracto con etanol extrajo un mayor
contenido fendlico que el NaDELs#31 y NaDELs# 33. Estos resultados reflejan el efecto

de los solventes en la extraccion de los compuestos fendlicos.
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Figura 6. Extractos con NaDES y solvente convencional
Realizado por: Encalada, 2023

Los resultados de la validacion del método analitico de la cuantificacion de fenoles se
observan en la (Tabla 5). Se obtuvo la ecuacién de la recta de la curva de calibracion:
Y =0.0014 X-0.0407 y el coeficiente de determinacion R2= 0.9938, (Anexo 6). Los
limites de deteccién y cuantificacion fueron de 57.68 y 59.18 ug/mL, respectivamente.
Los niveles bajos, medios y altos se presentan en concentraciones de 62, 74y 92 ug/mL.
Los porcentajes de recuperacién de estas concentraciones estaban en un rango de
101.05 - 101.36 %. Se evalud la precision intermedia y la repetibilidad de los niveles

bajos, medios y altos. En la precision intermedia se obtuvieron porcentajes de
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covarianza de 6.54, 5.42 y 7.61%, mientras que en la repetibilidad se registro
porcentajes de covarianza 2.08, 1.76, 1.67 % respectivamente.

Tabla 4. Parametros para la validacion del método de cuantificacion de
fenoles totales mediante espectrofotometria UV-Vis-NIR.

PARAMETROS RESULTADOS
Ecuacién de la curva de calibracién y =0.0014 X-0.0407
R2 0.9938
LD [pg/mL] 57.68
LC [pg/mL] 59.18
Concentracion Resultados
g [ug/mL]
Recuperacion 62 101.05
[%] 74 102.59
92 101.36
Precision 62 6.54
intermedia 74 5.42
[% CV] 92 7.61
. 62 2.085
Rep%tlblhdad 24 1.761
[% CV] 92 1.671

Realizado por: Encalada, 2023.

3.6. Actividad antioxidante

En la actividad antioxidante de DPPH y FRAP, se compararon los extractos con NaDES
y el solvente convencional utilizado como control. Inicialmente, para evaluar la actividad
DPPH, se observa los resultados de porcentajes de inhibicion de los extractos con

NaDES y solvente convencional (Figura 6).

Los extractos con NaDES en un rango de concentraciones 0 - 1000 pg/mL presentaron
porcentajes de inhibicion superiores al extracto con solvente convencional, excepto, el
NaDELs#31 que obtuvo porcentajes inferiores. Por otro lado, el NaDELs# 34 present6
altos porcentajes de inhibicion frente a todos los extractos. De igual manera, se observo
gue todos los extractos a una concentracion de 5000 pg/ mL tienen porcentajes de
inhibicion mayor al 70%. En el (Anexo 8) se observa los resultados de la actividad
antioxidante DPPH.

El extracto con solvente convencional obtuvo un valor de 85.31 £+ 4.69 pumol trolox / g

RSC y los extractos con NaDES que presentaron mayor capacidad antioxidante con
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respecto al extracto con solvente convencional, fueron los NaDELs# 34 y NaDELs# 30
gue obtuvieron valores de 112.71 + 6.63 y 103.15 = 4.72 pmol trolox / g RSC
respectivamente. Estos extractos entre si no presentaron diferencias significativas (p >
0.05).

Porcentaje de inhibicion de los extractos
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion de los radicales DPPH por parte de los
extractos con NaDES vy etanol en concentraciones [50-5000
pg/mL].

Realizado por: Encalada, 2023

Por el contrario, se observa que los extractos NaDELs# 30, NaDELs# 31 y NaDELs#
34, presentaron diferencias significativas en comparacion con el solvente convencional
(p < 0.05) (Figura 8). Sin embargo, el NaDES que no presenté diferencias significativas
con el solvente convencional (etanol - agua), fue el NaDELs# 33 que obtuvo un valor de
76.69 + 6.63 umol trolox / g RSC. Mientras que, el extracto NaDELs# 31 obtuvo la menor
capacidad antioxidante DPPH con un valor de 47.43 £ 2.06 umol trolox/g RSC.
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Figura 8. Actividad antioxidante DPPH de los extractos con NaDES y etanol.
Realizado por: Encalada, 2023

En la (Figura 8), se observa la actividad antioxidante FRAP, los extractos con NaDES
con mayor actividad antioxidante fueron NaDELs# 33 con un valor de 276 £ 9.79 umoles
Fe?'/g RCS, seguido de los NaDELs# 30 y NaDELs# 34 que obtuvieron valores de
216.97 + 8.47 y 205.74 + 9.56 pmoles Fe?'/g RSC, respectivamente. El extracto con
etanol obtuvo un valor de 116.87 + 7.07 pmoles Fe?* /|g RSC y el NaDELs# 31 presentd
una menor actividad antioxidante en comparacion con el resto de los extractos con un
valor de 97.04 + 0.178 umoles Fe?*/g RSC. Los extractos con NaDES que no
presentaron diferencias significativas fueron el NaDELs# 30 y NaDELs# 34 con un valor
(p > 0.05). Sin embargo, todos los extractos con NaDES presentaron diferencias

significativas con respecto al etanol.
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Figura 9. Actividad antioxidante FRAP de los extractos con NaDES y etanol.

Realizado por : Encalada , 2023

3.7. Correlacion de Pearson

En la (Tabla 6) se observa la correlacién de Pearson entre la actividad antioxidante
(DPPH, FRAP) y el total de compuestos fendlicos con un valor de p < 0.05. La
correlacion fue dividida dentro de cinco categorias basado en la interaccién con la que
las variables estan relacionadas: muy fuerte (1,0-0,80), fuerte (0,79-0,60), moderada
(0,59-0,40), débil (0,39-0,20) y muy débil (0,19-0,00) [36]. El ensayo de TFC y DPPH
tuvo una correlacién positiva muy fuerte con un r= 0.95, mientras que entre TFC y FRAP
obtuvo una correlacion positiva moderada con un r = 0.52. Asimismo, en los ensayos de

DPPH y FRAP se observo una correlacion positiva moderada con un r = 0.56.
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Tabla 5. Correlacion de Pearson (r) para el contenido
fendlico y actividad antioxidante (DPPH y FRAP)
de los extractos de cacao con NaDES y etanol

Correlacion de Pearson TFC DPPH FRAP

()
TFC 1 095" 052
DPPH 1 0.56"
FRAP 1

Realizado por: Encalada, 202
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CAPITULO IV: INTERPRETACION Y DISCUSION

4.1. Formacion de los NaDES

Los NaDES son liquidos homogéneos, transparentes y estables a temperatura
ambiente. En la (Tabla 2) se observa la descripcion fisica de las mezclas, asi como la
formacion de los cristales en el transcurso de 48 horas (Anexo 1).

La formacion de cristales precipitados se observé en el NaDELs#32, al exponer la
mezcla a temperatura ambiente, indicando una inestabilidad en la formacion de los
liquidos eutécticos. Debido a ellos, los cristales resultantes del NaDELs# 32 fueron
caracterizados mediante FTIR-ATR (Anexo 2), y se observdé que su principal

componente es el acido oxalico.

La formacion de los cristales en el NaDELs#32 puede ser atribuido a diversos factores,
tales como la proporcion molar, la estructura de sus componentes (incluyendo el nimero
de grupos aceptores o donadores de enlace de hidrégeno), la disposicion espacial de

los grupos funcionales y la posicién de los enlaces [40].

La relacion molar 1:1 de la combinacion betaina y acido oxalico del NaDELs#32 podria
inducir a la formacion de cristales, ya que en investigaciones previas realizadas por
Zhang et al. (2022), mostraron que la misma combinacién en una proporcion 1:2 resulté

en una mezcla liquida homogénea [41].

Ademas, en la investigacion realizada por Dai et al. (2013), encontré que las diferentes
proporciones molares pueden influir en la estabilidad de las mezclas liquidas.
Inicialmente, en las mezclas de azucares y cloruro de colina en proporciones 2:1, 1:1,
1:4, observaron una mezcla liquida transparente, sin embargo, con el tiempo notaron la
precipitacion de cristales. Esto puede ser ocasionado por un exceso o falta de uno de
los componentes de la mezcla [33]. Adicionalmente, la capacidad y cantidad de los
acidos organicos para establecer enlaces de hidrégeno resulta fundamental para

incrementar la estabilidad de los liquidos eutécticos [42].
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Esto se observa, en la investigacion realizada por Zhang et al. (2022), quienes evaluaron
la formacién de 10 combinaciones de cloruro de colina y acidos organicos en
proporciones 5:1 y ninguna de estas combinaciones form6 un NaDES. Mientras que, las
combinaciones basadas en cloruro de colina: acido glicélico (1:1) y cloruro de colina:
acido lactico (1:2), formaron liquidos transparentes. Por lo que, concluyeron que cuanto
mayor es el nimero de grupos hidroxilo o carboxilo en la estructura del HBD, menor

serd la cantidad del compuesto HBD para formar NaDES [43].

En consecuencia, la formacién de los enlaces de hidrogeno intermoleculares define la
estructura fisica de los NaDES, estas fuerzas intermoleculares deben estar equilibradas

para impedir que la mezcla se cristalice y formen un liquido eutéctico estable [44].

Por otro lado, el agua es importante en la formaciéon de la mezcla eutéctica porque
interactlla como donador o aceptor de enlace de hidrogeno. Por lo tanto, los NaDES con
alto o bajo contenido de agua pueden romper las interacciones de hidrégeno de los
componentes o pueden formar la mezcla eutéctica. Es importante sefialar que todos los
NaDELs # 30, NaDELs # 31, NaDELs # 33 y NaDELs # 34 presentaron un contenido de
agua < 50%. Por lo que, la formacién de cristales en el NaDELs#32, también podria
estar relacionada con el contenido de agua debido a que esta mezcla presenté un
contenido de agua > 50% y se ha reportado que los NaDES con esta cantidad de agua

debilitan la interaccion molecular, desintegrando este sistema [45].

Esto se relaciona con las investigaciones previas realizadas por Dai et al. (2014), las
cuales analizaron mezclas eutécticas en agua, observaron que la mezcla de cloruro de
colinay 1-2 propanodiol, conserva la estructura supramolecular cuando el contenido de
agua es inferior a 50%, sin embargo, una mayor diluciéon produce una mezcla acuosa

de sus componentes individuales [46].

4.2. Propiedades fisicoguimicas de los NaDES

4.2.1. Densidad

La densidad de los NaDES proporciona informacién sobre las interacciones
moleculares, y, en general, es mayor a la del agua. Se ha observado que los NaDES

basados en polialcoholes y &cidos organicos tienen densidades menores en
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comparacion con los NaDES basados en azucares, como se muestra en la (Tabla 3),
en la cual se indica la disminucion de la densidad en orden decreciente NaDELs # 31 >
NaDELs # 34 > NaDELs # 33 > NaDELs # 30 con valores de 1.25, 1.117, 1.14, 1.059
g/mL respectivamente, lo que concuerda con los resultados del estudio de Mohd Fuad
y Nadzir (2022), donde se encontraron valores similares, NaDELs# 31: 1.28 g/mL,
NaDELs# 34:1.21 g/mL , NaDELs# 33: 1.19 g/mL, NaDELs# 30: 1.07 g/mL. Este estudio
también sefald que las altas densidades en los NaDES se deben a las fuertes

interacciones intermoleculares, las cuales limitan la movilidad de las moléculas [33].

En la investigacion realizada por Basaiahgari et al. (2018), se encontré que los DES o
NaDES basados en glicerol tienen una mayor densidad en comparacion con los basados
en etilenglicol. Esto sugiere que el nimero del grupo funcional -OH en el HBD (donantes
de enlaces de hidrégeno) influye en la formacién de los enlaces H, lo que a su vez afecta
a la movilidad de las moléculas influyendo en la densidad [12]. Esto concuerda con la
densidad del NaDELs#34 y NaDELs#30 basados en polioles. El NaDEL#34 al tener tres
grupos hidroxilo en su estructura presentdé una mayor densidad, mientras que el

NaDELs#30 al tener dos grupos hidroxilo obtuvo una menor densidad.

4.2.2. Viscosidad

La viscosidad de los NaDES es influenciada por el tipo de HBD, como se indica en la
(Tabla 3), se observo la variacion de la viscosidad en un orden decreciente: NaDELs#31
> NaDELs#34 > NaDELs#30 > NaDELs#33. Estas combinaciones fueron reportadas por
Mohd Fuad y Nadzir (2020), y se observé que difieren con los valores de viscosidad
obtenidos. Esta variacion podria estar relacionada con el contenido de agua presente
en los NaDES.

Los NaDES gue contienen un mayor porcentaje de agua tienden a reducir su viscosidad,
lo que conlleva una alteracion de sus propiedades fisicas [33]. Un estudio realizado por
Omar y Sadeghi revel6 que los NaDES que contenian agua, presentaron una viscosidad
de 320 mPa*s. En contraste, las mezclas solo con los dos componentes registraron una
viscosidad de 1700 mPa*s [47]. La reduccion o incremento de la viscosidad se relaciona

con las interacciones débiles o fuertes de los enlaces de hidrogeno [48].
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Ademas, se ha observado que la densidad y viscosidad de los NaDES esta influenciada
por los pesos moleculares de sus HBDs. Las mezclas eutécticas compuestos con pesos
moleculares mas elevados presentan mayor densidad o viscosidad que los compuestos
de menor peso molecular [50]. Esto se confirma en el NaDELs#31 basado en glucosa,
con un peso molecular de 180.15 g/mol, que muestran una densidad y viscosidad
superior, en comparacion con los NaDES basados en &cido lactico — NaDELs#33 cuyo
peso molecular es de 90.08 g/mol. Esta relacion también se podria observar
comparando los NaDES basados en polioles como glicerol - NaDELs#34 y propilenglicol

- NaDELs#30 con pesos moleculares de 92.09 g/mol y 76.09 g/mol, respectivamente.

Adicionalmente, en los polioles se ha observado que la viscosidad y densidad esta
relacionada con el niUmero de grupos hidroxilos presentes en la molécula. Este aumento
de la viscosidad y densidad se debe al incremento de los enlaces de hidrogeno, lo cual
se relaciona con la teoria de agujeros, asociada al espacio libre y la probabilidad de
encontrar agujero de dimensiones adecuadas para que las moléculas se puedan mover
libremente [49].

4.2.3.Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica esta relacionada con la viscosidad de los NaDES por lo cual
los solventes con mayor viscosidad presentan una menor conductividad y viceversa.
Esto es ocasionado por la capacidad del flujo de los iones que se presenta en el fluido
[50]. En la (Tabla 3) se observa que los NaDES con mayor conductividad eléctrica
fueron el NaDELs#30, seguido del NaDELs#33, NaDELs#31 y NaDELs#34. Estos
resultados son comparados con los reportados por Mohd Fuad y Nadzir (2022), quienes
encontraron que los NaDES basados en azucares y alcohol presentaron baja

conductividad a diferencia de los NaDES basados en acido organicos [33].

La conductividad eléctrica de los NaDES es influenciada por su estructura ionica,
tamafio y forma, ademéas son afectados por factores como la naturaleza de sales
organicas y compuestos donadores de hidrégenos, la relacion molar y el contenido de
agua [51]. El tipo de compuestos donadores o aceptores de hidrogeno afectan a la
conductividad eléctrica. En la investigacion realizada por Juric et al. (2021), encontro
que todos los NaDES de cloruro de colina combinados con acidos organicos y azucares,

exhibieron valores bajos de conductividad < 7 mS/cm. Esto se relaciona con los HBD de
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los NaDELs#31 y NaDELs#33, como se detalla en la (Tabla 3), mientras que los NaDES
basados en polioles, Urea, propanodioles y butanodioles presentaron valores altos de
conductividad eléctrica entre 14.45 — 25.59 mS/cm [50]. Sin embargo, estos ultimos
difieren de los NaDES basados en polioles, NaDELs#30 y NaDELs#34, lo que podria
estar relacionado con el tipo de aceptador de enlaces de hidrogeno (HBA).

Por otro lado, la proporcion molar influye en la conductividad de los NaDES. Por ejemplo:
el NaDES basado en cloruro de colina/glicerol incrementa la conductividad, al afiadir un
33% de la fracciébn molar del cloruro, lo cual provoca un cambio en la conductividad de
1 a 1.047 mS/cm [52]. Esto se puede observar en el NaDELs# 33 que incrementd su
conductividad en comparacién con el valor reportado. Esta variacién podria estar
relacionada con la relacién molar, ya que la proporcion preparada de betaina y acido
lactico fue de 1:7, mientras que la misma combinacion reportada por Mohd Fuad y
Nadzir (2022) fue de 1:2.

El contenido de agua en los NaDELs#30, NaDELs#31, NaDELs #33 y NaDELs#34 tiene
un impacto en la conductividad eléctrica. Se ha observado que en los NaDES que
contienen cloruro de colina y urea con un 10% de contenido de agua, su conductividad
eléctrica se incrementd tres veces mas [53]. Ademds, investigaciones previas han
demostrado que los NaDES basados en cloruro de colina y acido citrico con contenidos
de agua en un rango de 10 a 50 % p/p, presentaron un incremento en las
conductividades eléctricas entre 4330 - 55700 uS/cm [54]. Esto se relaciona con la
conductividad del NaDELs#30 que obtuvo un valor de 5195.33 + 2.081 pS/cm con un
contenido de agua <50%, en contraste con lo reportado por Mohd Fuad y Nadzir (2022)
gue para la misma combinacién obtuvieron un valor de 1.087 + 0.031 puS/cm con un
contenido de agua de 0.4136%.

4.2.4. pH

El pH de los NaDES esté influenciado por sus componentes (HBDs). En la (Tabla 3), se
observa la influencia de los distintos HBD en el pH de los NaDES. Las mezclas mas
acidas son las basadas en 4cidos orgénicos, como el NaDELs #33, con un pH de 2.19.
Mientras que las mezclas ligeramente acidas incluyen aquellas que contienen azucares
y polialcoholes, especificamente NaDELs#31, NaDELs#30 y NaDELs#34, con valores
de pH de 5.59 + 0.0058, 5.67 + 0.0058 y 5.62 = 0.01, respectivamente. Las mismas
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combinaciones fueron identificadas en el estudio de Mohd Fuad y Nadzir (2022), quienes
reportaron que los NaDES basados en polialcoholes como NaDELs #30 y NaDELs #34,
presentaron valores de pH de 8.5 £ 0.14 y 7.56 + 0.06, respectivamente. Mientras que
los NaDES que contenian azucares, como NaDELs #31, mostraron un pH de 6.44 +
0.013, y aquellos basados en &cidos organicos NaDELs #33, obtuvieron un valor de pH
de 3.337 + 0.01 [33]. Las diferencias en los valores de pH de los NaDES pueden estar
relacionadas con la proporcion molar, el compuesto donador de enlace de hidrégeno y
el contenido de agua. En el estudio de Hayyan et al. (2013), evaluaron la proporcién
molar de los NaDES basados en glucosa y observaron que el pH de la mezcla variaba
entre 6.03-7.11 [55].

El pH se influye por su donador de enlace de hidrégeno, debido a la incorporacion de
compuestos 4cidos en las mezclas. Esto se evidencia en el NaDELs#33 que presento
mayor acidez debido al &cido lactico presente en el NaDES. Este efecto del tipo de HBD
también se encontré en el estudio de Skulcova et al., (2018) que analizaron 17
combinaciones de NaDES y observaron que, al combinar con 4cidos organicos, su pH
se ve afectado por la acidez de su HBD [56]. Esto se observa en el NaDELs#33 que

obtuvo el menor pH con respecto a las otras mezclas.

Ademas, el contenido de agua afecta el pH de los NaDES, segun Mitar et al. (2019). En
su trabajo sobre los NaDES basados en acidos organicos, observaron una disminucion
en el pH al agregar agua [54]. Por ende, la variacién en el pH del NaDELs#33 podria

explicarse por el contenido de agua presente en la mezcla.

4.3. Caracterizacion de los NaDES mediante FTIR

Los NaDES se forman por la interaccién de los enlaces de hidrégenos entre los
compuestos HBA y HBD. Estos enlaces se pueden identificar por medio del espectro
infrarrojo a través del desplazamiento de la posicion de los grupos funcionales
representados por sus picos Joseph et al. (2007), definié dos tipos de desplazamientos
hacia el rojo (red-shift) y hacia el azul (blue-shift). El red-shift se define como el
alargamiento del enlace de hidrogeno, ocasionando un cambio en la intensidad del
espectro y una reduccion del nimero de onda, en cambio, blue-shift es el acortamiento
del enlace de hidrogeno generando una disminucion del espectro infrarrojo y un

incremento en el nUmero de onda [57].
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En la (Figura 1, 2, 3y 4), se muestran los espectros de los NaDELs#30, NaDELs#31,
NaDELs#33 y NaDELs#34, los espectros de los componentes por separado y la
interaccion de sus mezclas eutécticas, observando que después de asociarse, los
componentes de cada mezcla no perdieron su estructura, demostrando que no se
produce una reaccion quimica. En todos los NaDES, se han detectado los grupos
funcionales de la betaina, entre los que incluyen -C=0 y -OH.

En la (Figura 1), se muestra el espectro del propilenglicol, betaina y el NaDELs#30. Se
observa que el NaDELs#30 presentd un blue-shift del grupo -OH desde 3 312.70 a
3 329.71 cm?, en comparacion con el propilenglicol. Ademas, presenté un blue-shift en
el grupo carbonilo C=0 perteneciente a la betaina desde 1 627.59 a 1 633.27 cm™. Este
cambio en el nimero de onda en las bandas del carboxilo y el incremento en la anchura
de la banda del grupo hidroxilo se deben a la formacién de enlaces de hidrégeno entre
el grupo carboxilo de la betaina y el grupo hidroxilo del propilenglicol (Figura 10),
influenciados por la electronegatividad del oxigeno -O presente en COO- [32], generado
por la densidad electrénica en el oxigeno del carbonilo de la betaina, sugiriendo la
formacion de enlaces de hidrogeno en los NaDES [31], Sin embargo, segun Zahrina et
al. (2018), esta mezcla eutéctica presenta el menor grado de interaccion de los enlaces
de hidrégeno entre sus componentes, en comparacion con otras mezclas eutécticas

basados en polioles [58].

T OH—CH.
R — N*—CH: _ (‘;H
R CH:

Figura 10. Puentes de hidrégeno entre el grupo
carboxilo de la betaina y el grupo hidroxilo

del propilenglicol — NaDELs# 30.

Realizado por: Encalada, 2023.

En la (Figura 2), se observa el espectro de la glucosa y el NaDELs#31. El NaDELs#31
present6 un blue-shift en el pico del grupo hidroxilo -OH, que pasa de 3 277.32 a
3 287.76 cm™ en comparacién con su componente individual la glucosa, y también en el
pico del grupo carbonilo -C=0, que cambia de 1 627.59 a 1 630.82 cm™* en comparacion

con la betaina. Los cambios en la intensidad y nUmero de onda de los picos podrian ser
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causados por la interaccion de los grupos hidroxilo de la glucosa -OH y el grupo
carbonilo de la betaina -COO, lo que permite la formacién de enlaces de hidrégeno
(Figura 11). Ademas, se ha identificado que el blue-shift de los grupos hidroxilo se debe
al contenido de agua, segun Alberti et al. (2023), reporté que los NaDES que contienen
agua en combinaciones de &cido citrico y glucosa, experimentan un incremento en el
numero de onda, formando enlaces débiles entre HBA y HBD de los componentes. Esto
sugiere la participacion del agua en la red de enlaces de hidrégeno con acido citrico y
glucosa [59].

o
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CH— OH
Figura 11. Puentes de hidrégeno entre el grupo carboxilo de la

betainay el grupo hidroxilo de la glucosa — NaDELs# 31.
Realizado por: Encalada, 2023.

En la (Figura 3), se observa el espectro del acido lactico y el NaDELs# 33. En el
NaDELs# 33, se observd un desplazamiento (red-shift) del pico correspondiente del
grupo hidroxilo -OH, que cambia de 3 391.11 a 3 371.97 cm™. Ademas, se observan dos
picos del grupo carbonilo C=0 correspondiente a la betaina y del acido lactico, estos
picos presentan un blue-shift, que pasa desde 1 627.59y 1 718.05cm*a 1634.19y 1
719.43 cm, respectivamente (Figura 12). El desplazamiento (red-shift) podria ser
explicado por la formacién de enlaces de hidrogeno estables [54]. En las investigaciones
previas de los NaDES basados en acido lactico y betaina, reportaron la interaccién del
grupo carboxilo de la betaina y el grupo hidroxilo del acido lactico. Estas interacciones
maodifican el estiramiento del grupo hidroxilo y grupo carbonilo, provocando un cambio

en el numero de onda [60].
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R 0 CH—OH
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Figura 12. Puentes de hidrégeno entre el grupo
carboxilo de la betaina y grupo
hidroxilo del acido lactico -

NaDELs# 33.
Realizado por: Encalada, 2023.

En la (Figura 4) se muestra el espectro del glicerol y el NaDELs#34. En el NaDELs#34,
se observa un desplazamiento blue-shift en la banda del grupo hidroxilo -OH
correspondiente al glicerol de 3 282.87 a 3 320.29 cm. Asi mismo, se observé el cambio
en la posicién del pico relacionado al grupo carbonilo de la betaina C=0 que va desde
1627.59 a1l 630.79 cm™. Segun Huang et al. (2023), reportaron la combinacién del
NaDELs#34, el estiramiento del grupo hidroxilo en la regiéon entre 3 300 — 3 400 cm**
[61]. En otra investigacion encontraron que el grupo carbonilo de la betaina presento
un desplazamiento desde 1 610 a 1 624 cm, y en el grupo hidroxilo se observé en un
rango de 3 271 - 3 303 cm™[62]. El desplazamiento del grupo carbonilo de la betaina y
grupo hidroxilo de los componentes que actlan como HBD permiten identificar la

formacion de enlaces hidrégeno (Figura 13).

H —D—C|H2
R| H 0o— c|H
R —N"— CH: —— CH:

Figura 13. Puentes de hidrégeno entre el grupo
carboxilo de la betaina y el grupo hidroxilo
del glicerol — NaDELs# 34.

Realizado por: Encalada, 2023.
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4.4. Hemolisis de los NaDES

Los NaDES podrian estar presente en los animales, quienes los utilizan como estrategia
para sobrevivir en condiciones extremas de temperatura. Gertrudes, et al. 2017,
encontré que la Rana sylvatica, acumula glucosa y Urea como estrategia de resistencia
al frio [63]. La presencia de NaDES en diversos organismos vivos sugiere la posibilidad
de aplicaciones en sectores como la cosmética, farmacéutica y la industria alimenticia.
Sin embargo, para sus usos posteriores es necesario comprender la toxicidad de estos
solventes. La hemolisis se presenta como un paso inicial para predecir la citotoxicidad
in vivo, brindando informacion sobre la interaccién de los NaDES con la membrana

celular.

La membrana celular de los eritrocitos estd compuesta por lipidos y proteinas,
principalmente los fosfolipidos, los cuales proporcionan propiedades especificas a la
membrana. La interaccién de los componentes de los NaDES con los fosfolipidos
presenta una relacion directa con la toxicidad [64]. Por lo que, la toxicidad de los NaDES
depende de la composicién del catién de la sal, relacion molar y la estructura quimica
del HBD [54].

Los resultados de la actividad hemolitica de los NaDES basados en betaina se observan
en la (Figura 5). Estos NaDES obtuvieron porcentajes de hemdlisis mayores a 30%,
mientras que sus componentes individuales presentaron porcentajes mayores a 1.70%.
Investigaciones previas, reportaron que la toxicidad de los NaDES es mayor en mezclas
eutécticas que en los componentes por separado, debido a la deslocalizacion de su
carga producida por la formacion de enlaces de hidrégeno del sistema [65]. Esto se
observd también en el NaDELs#34 que presentd un 85.36 + 0.99 % de actividad
hemolitica, mientras que sus componentes por separado, betaina y glicerol obtuvieron
un 70.93 £ 0.52 y 1.70 £ 0.18%, respectivamente.

Por otra parte, se encontré que las estructuras del HBA tiene un efecto en la toxicidad
de los NaDES. Esto se observa en la betaina, que presenté un 70.93 + 0.52% de
hemdlisis. Cornmell et al. (2008), reportaron que los cationes de sales de amonio
cuaternario interactian con los grupos aniénicos de los fosfolipidos de la membrana
celular, penetrando en el citoplasma y provocando una pérdida de la integridad de la

membrana [66].
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Ademas, investigaciones previas por Garcia, et al. (2023), respaldan que los liquidos
eutécticos basados en colina aumentaban su toxicidad, al incrementar la longitud de la
cadena alquilica en la estructura (Figura 14), lo cual se encuentra relacionado a su
caracter hidrofébico. Por lo que, al penetrar la bicapa de fosfolipidos de la membrana
celular, podria causar dafios [67,68]. Estas investigaciones sugieren que tanto el niumero
de atomos de oxigeno como la longitud total de las cadenas laterales cationicas podrian
ser elementos estructurales determinantes en la interaccion con la membrana celular
[69].

CH: R 0
Br | | —_—
OH —(CH2): — N*— R R—N'—CH.—Cc—o0
|
CHs
A R B

Figura 14. Estructura de la colina (A) y betaina (B)
Realizado por: Encalada, 2023.

Por otra parte, se ha encontrado que la proporcion molar influye en la viscosidad,
afectando a la toxicidad de los NaDES. Esto se observa en el NaDELs# 91.62 + 0.59%
de hemodlisis con una viscosidad de 287.33 + 1.52 cP. Hayyan et al. (2016), demostré la
relacién entre la viscosidad y la toxicidad mediante el modelo de COSMO-RS. Reportd
que los liquidos mas viscosos son mas toxicos, sugiriendo una toxicidad por la
acumulacién y agregacion celular del solvente, debido a la interaccion fuerte entre los

NaDES vy los lipidos de la membrana celular [64].

Adicionalmente, la toxicidad de los componentes podria afectar directamente en la
toxicidad de los NaDES, tal como se muestra en la (Figura 5), el NaDELs#30 y
NaDELs#33 pueden estar influenciados por el tipo de donante de los enlaces de
hidrégeno (HBD). Esto concuerda en la investigacion realizado por Hayyan, et al. (2015),
en la cual encontraron que el HBD de los NaDES basados en cloruro de colina en estado
puro tienen la capacidad de desnaturalizar las proteinas celulares [70]. Por lo tanto, se
relaciona con los resultados presentados de los componentes por separado como el

propilenglicol y acido lactico.
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El HBD del NaDELs#30 (propilenglicol) en su estado puro afecta directamente a las
membranas celulares, provocando una hemolisis aguda en concentraciones mayores al
30 % [71,72]. Por otro lado, el &cido lactico en estado puro, HBD del NaDELs#33, puede
causar hemdlisis cuando la concentracion en la sangre supera los 4 mmol/L, ya que

provoca un aumento en la fragilidad osmatica de los eritrocitos [73,74].

En este contexto, al combinar estos componentes (Figura 15) se evidencia que los
enlaces de hidrogeno no solo afectan las propiedades fisicoquimicas, sino también la
estructura del NaDES, influyendo en su toxicidad. Esto se observa en el NaDELs#33,
donde la toxicidad resultante de los componentes individuales, betaina y acido lactico,

presenta una sinergia en el NaDES, reduciendo asi la toxicidad asociada a la betaina.

| 0 I
R — N*— CH: ﬂ_é CH;— CH—C —OH
| o
A B

Figura 15. Estructura de la betaina (A) y acido lactico (B)

Realizado por: Encalada, 2023.

La disminucién del porcentaje de hemdlisis del NaDELs#33 podria estar asociada por la
interaccion del acido lactico y betaina, debido a la capacidad del HBD al ser una
molécula hidrofilica. Esta afinidad por el agua podria resultar en una menor toxicidad, lo
que sugiere una afinidad insuficiente hacia los lipidos [75,76]. Por lo tanto, la betaina

presente en el NaDELs#33 podria reducir la interaccién con la membrana celular.

4.5. Extraccion de compuestos fendlicos

En la cuantificacion de fenoles totales se encontré que los valores se encuentran en los
rangos reportados por Matic, et al., (2017), se validé el método con los objetivos de la
Tabla 4 [37]. Las propiedades fisicoquimicas, la composicion y el tipo del solvente
influyen en la extraccion de los compuestos fendlicos. En este estudio se compar6 dos

tipos de solventes: NaDES y solvente convencional (etanol-agua) (Anexo 5).
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Se contrasto, los cuatro extractos de NaDES basados en betaina y sus HBDs (glicerol,
acido lactico, glucosa y propilenglicol) con el solvente convencional, utilizando un nivel
de significancia de p < 0.05. En el (Anexo 7) se observa que todos los extractos
obtuvieron valores superiores a 9.86 £ 0.578 mg EAG/g RSC, valor correspondiente al
NaDELs# 31. Este extracto, obtuvo el menor contenido fendlico y podria estar
relacionado con su viscosidad. La viscosidad se relaciona con la relacion molar y la

estructura quimica del HBA/HBD.

En investigaciones previas reportaron que la viscosidad afecta a la extraccién de
compuestos fendlicos debido a la baja transferencia de masa de la matriz vegetal con
los solventes. La viscosidad se relaciona por los enlaces de hidrégeno, las interacciones
electrostaticas y de Van der Waals [77]. Por lo que, la movilidad de los NaDES basados
en polioles y los NaDES basados en acidos organicos son mejores que los NaDES
basados en azlcares, debido a que pueden penetrar la matriz y conseguir una
extraccion eficaz [15]. Esto se relaciona con los resultados presentados en el (Anexo 7)
en la cual el HBD de los NaDES con mayor contenido fendlicos, fueron NaDELs#34 -
glicerol, NaDELs # 30-propilenglicol, seguido del NaDELs # 33-acido lactico y NaDELs
# 31-glucosa.

Asimismo, se conoce que algunas propiedades de los NaDES podrian ser ajustadas al
agregar ciertas cantidades de agua, como la viscosidad. Cuando se agrega agua,
reduce la viscosidad, por ende, se incrementa la eficiencia de extraccion, por lo que el
NaDELs #30 y NaDELs#34 han obtenido altos valores en el contenido de fenoles,
gue corresponden a 18.42 £ 0.973 y 19.53 = 1.234 mg EAG/g RSC, respectivamente.
Esta relacion del incremento del contenido de agua en los NaDES con la extraccion de
compuestos fendlicos se encuentra en la investigacién de Pavlovic et al. (2020), en la
cual reportd que la extraccidon de metabolitos secundarios de residuos de cacao se

incremento a agregar un 50 % de agua en los NaDES [30].

Ademas, la extraccibn con ambos NaDES no presenté diferencias significativas
(p > 0.05), debido a que el HBD (glicerol y propilenglicol) pertenecen al grupo de los
polioles, estos resultados son similares a los reportados por Benitez et al. (2023), que
encontré que los extractos de residuos de cacao con NaDES basados en cloruro de
colina y polioles (etilenglicol y glicerol) obtuvieron un comportamiento similar en el

contenido de fenoles totales (p > 0.05) [78]. Por otro lado, el extracto de etanol obtuvo
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14.67 + 0.968 mg EAG/g RSC, este valor fue inferior al trabajo realizado por Nsor-
Atindana, et al. (2012), el cual reporté que el etanol con 80% obtuvo 23.36+1.59 mg
EAG/g RSC [79]. Esta variacion podria estar vinculada por el tipo de extraccion y

concentracion del solvente.

El etanol es inferior en su capacidad de extraccion al compararlo con los NaDELs# 34 y
NaDELs# 30. Esto podria estar asociado con la interaccion de los compuestos fendlicos
y el solvente. En los NaDES se ha reportado la interaccion de los enlaces de hidrégeno
con los compuestos fendlicos. Zuo et al. (2023), encontrd que los compuestos fendlicos
que contienen multiples grupos hidroxilo podrian desempefiar el papel de donantes de
enlace de hidrégeno (HBD), compitiendo por el aceptor de enlace de hidrégeno (HBA)
de los NaDES. Sin embargo, en la mezcla de los NaDES, el HBD podria bloquear e
impedir la interaccién entre los compuestos fendlicos y el HBA. Por lo tanto, cuando los

compuestos fendlicos interactian con el HBA, podrian ser extraidos [15].

En cambio, el NaDELs# 33 basado en acido lactico obtuvo un contenido de fenoles
ligeramente inferior en comparacion con el extracto con el solvente convencional,
correspondiente a 12.98 + 0.541 mg EAG/g RSC. Estos valores son levemente
superiores a los valores encontrados en el trabajo de Benitez et al. (2023), donde los
extractos con NaDES basados en cloruro de colina y &cido lactico con un contenido de
agua al 30% y etanol obtuvieron un contenido de fenoles de 8.09 + 0.16 y 9.45 + 0.26
mg EAG/g RSC, respectivamente. En el mismo estudio reportaron que las
combinaciones de cloruro de colina y acido lactico podrian tener valores superiores en
el contenido fendlico al agregar agua hasta un 50% [78]. Estos resultados podrian estar
asociados con su polaridad, ya que un incremento en el contenido de agua resulta en
un incremento de esta, ocasionando una alteracion de la estructura molecular de los
NaDES, debilitando las interacciones de los enlaces de hidrégeno entre el HBA y HBD
[33].

4.6. Actividad antioxidante

La actividad antioxidante DPPH esta relacionada con la transferencia de electrones, y
el poder antioxidante reductor férrico (FRAP) se basa en la reduccion de un complejo
de hierro (Fe®** a Fe?*) [78]. La actividad antioxidante depende de varios factores como:

tipo de solvente, concentracién del compuesto antioxidante y estructura quimica de la
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molécula antioxidante.

En la (Figura 7) se observa el porcentaje de inhibicion del radical DPPH (%) como
funcion de la concentracion de los extractos con NaDES y solvente convenvional. Se
puede mostrar que los extractos NaDELs #30, NaDELs#33 y NaDELs#34 obtuvieron
altos porcentajes de inhibicion del radical DPPH con respecto al etanol. Vorobyova
(2023) observé que la polaridad del solvente influye en la actividad antioxidante de los
extractos de residuos de uva y encontré que los extractos con NaDES mostraron altos
porcentajes de inhibicion del radical DPPH en comparacién con los extractos con etanol
[80]. La alta actividad antioxidante se relaciona con el contenido fendlico de los
extractos, en investigaciones previas mencionan que los extractos con NaDES tienen la

capacidad de realizar una alta recuperaciéon de compuestos bioactivos [81].

En la (Figura 8) se observa que los extractos que obtuvieron alta actividad antioxidante
fueron el NaDELs# 30 y NaDELs# 34 con valores de 103.15+4.72y 112.71 £ 6.63 pumol
trolox/g RSC respectivamente, no mostraron diferencias significativas (p >0.05) entre si.
Esto podria relacionarse con el contenido de fenoles que se obtuvo en los extractos
(Anexo 7).

Los compuestos fendlicos podrian ser los responsables de la actividad antioxidante en
DPPH con una fuerte correlacion r= 0.95 y un nivel de significancia con un p<0.05.
Resultados similares fueron encontrados por Utami, et al. (2016), cuyo trabajo de
investigacion report6 una correlacion positiva entre el contenido de fenoles y la actividad
antioxidante DPPH de los extractos de residuo de cacao con acetona al 70%. La
actividad antioxidante se relaciona con los compuestos fendlicos debido a su peso

molecular, estructura y concentracion en los extractos de residuos de cacao [82].

Asimismo, se observo que los extractos del NaDELs# 33 y solvente convencional con
valores de 76.69 + 3.45y 85.31 + 4.69 umol trolox/g RSC (Figura 8), respectivamente
no mostraron diferencias significativas entre si (p > 0.05), aunque en el contenido
fendlico obtuvieron diferencias significativas para ambos extractos (Anexo 7). El mismo
comportamiento fue reportado en estudios previos con extractos de residuos de cacao

con NaDES basados en cloruro de colina [78].
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Por otro lado, se encontré que los valores obtenidos en DPPH del extracto con el
solvente convencional, presentd un incremento comparado con el trabajo de Okiyama
et al. (2018), en el cual report6 que en el extracto de etanol absoluto obtuvo un valor de
65 + 2 umol trolox/g [83]. Esta diferencia podria estar relacionada con la concentracion
de etanol, Dewi et al. (2022) encontré que los extractos de residuos de cacao con etanol
al 50% incrementd la capacidad antioxidante [3].

En la evaluacion de la actividad antioxidante mediante el método FRAP (Figura 9), se
observa que el NaDES con mayor actividad antioxidante, fue el NaDELs #33 con un
valor de 276.01+9.79 umol Fe?* /g RSC. Este resultado podria estar influenciado por el
pH, trabajos previos indican que la reduccién de Fe®* a Fe?" esta influenciada por el pH,
por lo tanto, han reportado que los extractos con NaDES basados en cloruro de colina
y acido lactico obtuvo un incremento en los valores de actividad antioxidante de FRAP,

debido a bajos valores del pH [84].

Mientras que los NaDELs #30 y NaDELs# 34 obtuvieron valores de 216.97 + 8.47 y
205.74 + 9.56 pmol Fe?'g RSC, respectivamente. Estos extractos presentaron un
incremento en la actividad antioxidante con respecto al extracto con solvente
convencional, que obtuvo 116.87 + 7.07 umol Fe?*/g RSC. Esto también ocurre en el
trabajo de Benitez et al. (2023) que los extractos con NaDES presentaron una alta

actividad antioxidante de FRAP en comparacién con los solventes convencionales [78].

Por otro lado, se observa una moderada correlacion entre el contenido de fenoles y la
actividad antioxidante FRAP, r= 0.52. Esto puede ser explicado por el tipo de solvente
extractor relacionado con la acidez, la solubilidad y capacidad de extraer compuestos
fendlicos con alto poder reductor [85]. Adicionalmente, la correlacion entre el método
DPPH y FRAP fue moderada con un r = 0.56. Esto se puede explicar por qué ambas
metodologias evallan la transferencia de electrones que ocurre en los extractos, pero

el tipo de solvente infiere en la metodologia.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

En este trabajo se investigo la formacion de los NaDES de cinco mezclas liquidas
compuestas por betaina (HBA) y sus respectivos HBD, que incluyen propilenglicol,
glucosa, acido oxalico, &cido lactico y glicerol. Sin embargo, resultaron ser eutécticas y
estables a temperatura ambiente, cuatro combinaciones denominadas NaDELs#30,
NaDELs#31, NaDELs#33 y NaDELs#34. El NaDELs#32 basado en acido oxalico, no
formé una mezcla liquida homogénea debido a la precipitacién de cristales, causada por
un exceso de agua (> 50%). Esta condicion debilité las interacciones de hidrégeno y

evitd la formacién de la mezcla eutéctica estable.

Las propiedades fisicoquimicas de los NaDES dependen del tipo de HBD, el contenido
de agua y la proporcion molar de la mezcla. Se caracterizaron los NaDELs#30,
NaDELs#31, NaDELs#33 y NaDELs#34. El NaDES con la mayor densidad y viscosidad
fue el NaDELs# por azucares, seguido por el NaDELs#34, compuesto por polioles. Los
NaDES con menor densidad y viscosidad fueron el NaDELs#33 compuesto por acidos
organicos, y el NaDELs#30. En cuanto al pH, el NaDELs#33 presenté el valor mas bajo,
seguido por el NaDELs#31, NaDELs#34 y NaDELs#30. La conductividad eléctrica
aument6 a medida que disminuy6 la viscosidad, lo que significa que los NaDES mas
viscosos fueron menos conductivos y viceversa. Los NaDES mas conductivos fueron el
NaDELs#30 y el NaDELs#33, seguidos por el NaDELs#31 y el NaDELs#34.

La formacion de los NaDES se describid a través de las interacciones moleculares
observadas en el espectro infrarrojo. Los NaDES se caracterizan por los enlaces de
hidrégeno entre los grupos funcionales de la betaina (HBA) y sus HBD (propilenglicol,
glicerol, acido lactico y glucosa). En los espectros de los NaDES, se evidencié que la
estructura de HBA y HBD no experimentd reacciones quimicas, sino que se formo una
mezcla de los compuestos. Ademas, se identifico el desplazamiento en la intensidad de
las bandas del grupo carbonilo C=0 y el grupo hidroxilo O-H, lo que indic6 la formacion
de enlaces de hidrogeno. Los NaDES que presentaron mayor toxicidad fueron
NaDELs#30, NaDELs#31 y NaDELs#34, mientras que el NaDELs#33 mostr6 menor

toxicidad. Esto esta relacionado con el tipo de HBD y sus propiedades fisicoquimicas.
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En cuanto a la extraccion de compuestos fendlicos con NaDES, los NaDELs#30 y
NaDELs#34 obtuvieron un alto contenido de fenoles en comparacién con el etanol,
mientras que con el NaDELs#31 obtuvo el menor contenido y el NaDELs#33 no presento
diferencias significativas. Los NaDES que presentaron una mayor actividad antioxidante
DPPH que el etanol fueron los NaDELs#34 y NaDELs#30, mientras que en la actividad
antioxidante FRAP, los NaDELs#33, NaDELs#30 y NaDELs#34 presentaron mayor
capacidad. Sin embargo, el NaDELs#31 mostré la menor actividad antioxidante en
DPPH y FRAP. La correlacién entre el contenido fendlico y la actividad antioxidante de
DPPH fue alta (R = 0.95), pero moderada en la actividad antioxidante FRAP (R = 0.56).

5.2. Recomendaciones

Al realizar combinaciones de NaDES, se recomienda analizar las proporciones molares,
capacidad de solvatacién, contenido de agua y el tipo de compuesto bioactivo que se

desea extraer.

Se recomienda evaluar el extracto NaDELs#33 para determinar los metabolitos que
interactlan en el ensayo FRAP para futuras aplicaciones.
Para optimizar la extraccion, se recomienda mejorar el proceso de filtracién de los

extractos.

Se sugiere llevar a cabo un analisis mas detallado de las estructuras moleculares en las
combinaciones de NaDELs #30, NaDELs #33 y NaDELS34, para determinar los grupos

funcionales que interactian para la formacién de puentes de hidrégeno.

En las aplicaciones industriales, se recomienda realizar un estudio de las propiedades
térmicas de los NaDES reportados en esta investigacion. Esto implica llevar a cabo
andlisis termogravimétrico y calorimétrico para determinar la temperatura de
almacenamiento de los solventes, es decir, la temperatura a la cual ocurre su

degradacion y cristalizacion.
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ANEXO

Anexo 1. Apariencia visual de las muestras después de 7 dias de almacenamiento a
temperatura ambiente

Anexo 2. Espectro infrarrojo de los cristales precipitados del NaDELs# 32
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Anexo 3. Ensayo de hemdlisis de los liquidos eutécticos profundos naturales. Componentes por
separados / mezclas

Ensayo de hemolisis de los componentes de los NaDES
Bet= betaina, lac= 4cido lactico , glu= glucosa , gli = glicerol , pro = propilenglicol.

Ensayo de hemdlisis de las mezclas de los NaDES.
NaDELs#30 - Betaina: propilenglicol, NaDELs#31 - Betaina: glucosa,
NaDELs#33 - Betaina: acido lactico, NaDELs#34 - Betaina: glicerol.



Anexo 4 Consentimiento informado para la extraccion de sangre humana
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Universidiad Regional Amazdnics PAG.172

HOJA DE INFORMACION

Este documento sirve para que el estudiante aulorice la extraccion de sangre, muestra que
sera utilizada UNICAMENTE con fines de investigacion.

La venopuncitn as la técnica por lo cual se perfora una vena por via transcutdnea con una
aguja o catéter; el objetivo de este procedimiento es la extraccion de sangre para su posterior
andlisis.

Esle procedimiento tiene como objetivo utilizar la muestra para el posterior andlisis en las
practicas de laboratorio.

El prolocolo de recoleccion de muestra de sangre se lo realiza en una vena visible o palpable
en la region del antebrazo, procediendo a la extraccion de la sangre con debidas medidas de
asepsia y anlisepsia.

En algunas ocasiones se pueden producir algunos riesgos con este procedimiento como son:

# Lin ligero sangrado, Serd Nnecesano asperar a que cese.

=« Aparicion de un ligero hematoma (acumulacion de sangre debajo de la piel), lo que
cominmente se denomina “morado”, &l mismo que sé resolvera sin tratamiento al cabo de
algunos dias.

= Riesgo leve de infeccion.

= En casos dificiles de extraccion de sangre seran necesarnas otras punciones adicionales. »
La cantidad tolal de sangre que se extraiga estard a criterio de cada docente responsable,
el cual guiard la prictica de laboratorio.



Fecha: 24 de Mayo del 2023
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Certificado de consentimiento

Docente responsable: PhD. Ery Fukushima

Nombre del alumno: Kevin Jonier Merizalde Toro C.C: 2200122030

Se me ha solicitado dar mi consentimiento para que me realicen la extraccién de sangre. Reconozco
que me han INFORMADO de manera amplia, precisa, clara y sencilla sobre los riesgos y beneficios de
someterme a la toma de muestra de sangre. Por lo anterior declaro que he comprendido las
explicaciones, me han sido aclaradas todas mis dudas y estoy satisfecho con la informacién recibida.
Conozco el alcance de los riesgos. Firmo este consentimiento, por mi libre voluntad, sin haber estado
sujeto a ningln tipo de presidn. AUTORIZO a la persona encargada la toma de la muestra. La
Coordinacidn de Laboratorios NO tendrd NINGUNA responsabilidad sobre este procedimiento.

......................................................

Firma del docente Firma del alumno
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Certificado de consentimiznto
Fecha: X2 de Mayo del 2023
Docerte responsable: PhD. Ery Fukushima
ambre del alumna: Aoberth Vinicio Reyes Shiguango CC- 210084568 2

Se me ha soficitado dar mi consentimiento para gue me realicen la extracritn de sangre. Reconozoo
gue me han INFORMADD de manera amplia, precisa, clara y sencilla sobre los riesgos y beneficios de
someterme a la toma de meestra de sangre. Por ko anterior dedaro que he comprendido las
explicaciones, me han sido aclaradas todas mis dudas vy estoy satisfecho con la informacion recibida.
Conozoo el alcance de los riesgos. Firmo este consentimiento, por mi libre voluntad, sin haber estado
sujeto a ningln tipo de presidn. AUTORIZD a la persona encargada la toma de la mueestra. La
Coordinacion de Laboratorios MO tendrd MIRGLUNA responsabilidad sobre este procedimiento.

Firma del docente Firma del alumno
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Certificado de consentimiento

Fecha: 30 de Mayo del 2023

Docente responsable: PhD. Ery Fukushima

Nombre del alumno: Jefferson Pastufia,........mee- O OS040583 71, cverins vonssrssses

Se me ha solictado dar mi consentimiento para que me reallcen la extraccldn de sangre. Reconozco
que me han INFORMADO de manera amplia, precisa, clara y sencilla sobre los riesgos y beneficlos de
someterme a la toma de muestra de sangre. Por lo anterior declara que he comprendido las
explicaciones, me han sido aclaradas todas mis dudas y estoy satisfecho con la informacian recibida.
Conozeo el alcance de los riesgos. Firmo este consentimients, por mi libre valuntad, sin haber estado
sujeto a ningun tipo de presidn. AUTORIZO a la persona encargada la toma de [a muestra. La
Coordinacidn de Laboratorios NO tendra NINGUNA responsabilidad sobre este procedimiento.
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Certificado de consentimiento
Fecha: 12 de Junio del 2023
Docente responsable: PhD. Ery Fukushima
Mambre del alumno: Sebastidn Valendla........ CoC: 1753000427 i

Se me ha solicitado dar mi consentimiento para que me realicen la extraccidn de sangre. Reconozoo
que me han INFORMADO de manera amiplia, precisa, clara y sencilla sobre los riesgos v beneficios de
someterme a la toma de muestra de sangre. Por lo anterior declaro que he comprendido las
explicaciones, me han sido aclaradas todas mis dudas y estoy satisfecho con la informacidn recibida.
Conozeo el alcance de los riesgos. Firmo este consentimiento, por mi libre voluntad, sin haber estado
sujeto a ningln tpo de presidn. AUTORIZO a la persona encargada la toma de la muestra. La
Coordinacidn de Laboratorios NO tendrd NINGUMNA responsabilidad sobre este procedimientao.
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Anexo 5 Extractos de residuos de cacao con NaDES y solvente
convencional




Absorbancia

Anexo 6. Curva de calibracién de &cido gdlico para la cuantificacion de
fenoles totales presentes en el extracto con residuos de cacao en
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Anexo 7. Contenido de fenoles totales de los
extractos con NaDES y etanol

Extractos Polifenoles”
NaDELs# 30 18.42 + 0.9732
NaDELs#31 9.86 0.578¢
NaDELs# 33 1298 0.541°
NaDELs# 34 1953 + 1.2342
Etanol-Agua 14.67 + 0.968°

*Los resultados son expresados en mg equivalente
de acido gélico (EAG) /g residuos secos de cacao
(RSC). Los valores que tienen diferentes letras
presentan diferencias significativas (p<0.05).

Realizado por: Encalada, 2023.
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Anexo 8. Actividad antioxidante DPPH y FRAP de los extractos con
NaDES y solvente convencional

EXTRACTOS DPPH* FRAP*
[umol trolox/g] [umoles Fe?'/g]
NaDELs# 30 103.15 + 4.72*% 21697 = 8.47°
NaDELs# 31 47.43 =+ 2.06° 97.04 + 8.06¢
NaDELs# 33 76.69 + 3.45° 27691 + 9.792
NaDELs# 34 112.71 + 6.63* 205.74 = 9.56°
Solvente convencional 8531 + 4.69° 116.87 + 7.07¢

*La actividad antioxidante se determind en (g) de residuos seco de cacao (RSC). Los valores que tienen diferentes
letras presentan diferencias significativas (p<0.05).

Anexo 9. Actividad antioxidante DPPH del extracto NaDELs #30

A. Solucién de DPPH (Etanol + DPPH)
B. Solucién blanco de la muestra (Muestra + etanol)

C. Solucién de la muestra (Muestra + etanol + DPPH)
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Anexo 10. Actividad antioxidante FRAP de los extractos con NaDES y
solvente convencional

Solucion FRAP (FRAP + agua)

Muestras (FRAP+ muestras)

Estandar (sulfato heptahidrato + FRAP)
Estandar (sulfato heptahidrato + FRAP)



Anexo 11. Namero de onda (cm™) y modos vibracionales de los grupos funcionales de la betaina, propilenglicol y el NaDELs# 30
NaDELs# 30
Grupo Numero de onda [cm™]
funcional Betaina Propilenglicol NaDELs #30 Betaina[g6,87] Propilenglicol(ss-90] NaDELs#30(32,58,91]
vO-H 3356.98 3312.6 3332.73 3361 3471 3327
vC=0 162759 - 1632.66 6312 - 1631
vC-Hs 2957.14 2970.68, 2876.32 2972.82 2954 2877,2970 -
VC-H; 2924.20, 2853.99, 1466.39 2930.68 2925.86, 2855.40 2929, 2851, 1463 2929 ----
N-H 156808 - 1562.2 1552 ----
6COo-H | e e 1330.06 - 1458.86 N S 1370 -1450
pCH | e 1136.06 1136.50 -—-- 1137
vc-o | s 1038.36 1041.53 -—-- 1036 -
vC-N 139801 - 1398.21 1398 ——— e
vc-o-c | 921.83 922.26 - 929 e
6 = flexidén

v = tensidn o estiramiento

p = balanceo



Anexo 12. Nimero de onda (cm™) y modos vibracionales de los grupos funcionales de la betaina, glucosa y el NaDELs# 31

NaDELs# 31
Grupo Numero de onda [cm™]
funcional Betaina Glucosa NaDELs #31 Betaina[86,87] Glucosa[92-95] NaDELs#31[33]
vO-H 3356.98 3277.32 3287.76 3361 3350 3251
v C=0 162759 - 1630.82 1631 - 1624
vC-Hs 2957.14 e 2954 e
2924.20, 2853.99,1466.39 2926.71 2923.71,2853.94, 2929, 2851,1463 2930, 2885 -
vC-H;
1456.02
N-H 156808 - 1562.20 1552 -
6COH | 1360.32, 1417.19 1348.68, 1399.24 - 1360, 1420, -
vc-o | e 1014.55,1076.04,1147.97 1019.78,1077.08,1149.34 = -——-- 1025, 1076,1149 -
vC-N 1398.01 1399.24 1398 -
vc-c | 763.19, 846.44, 925.35 762.66, 846.40,923.37 - 763,841,917
6 = flexidén

v = tensidn o estiramiento
p = balanceo



Anexo 13. Numero de onda (cm™) y modos vibracionales de los grupos funcionales de la betaina, acido lactico y el NaDELs# 33

NaDELs# 33

Grupo Numero de onda [cm™?]
funcional Betaina Acido lactico NaDELs#33 Betaina[s6,87] Acido lactico[96-99] NaDELs#33[33,80]
vO-H 3356.98 3391.11 3371.97 3361 3402.58 3375
v C=0 1627.59 1718.05 1634.19y 1719.43 1631 1720 1616y 1726
vC-Hs 2957.14 2942.56, 2988.71 2988.56 2954 2943.5, 2993 -
OC-Hz ---- 1455.59 1455.76 - 1454 -
6C-H - 1375.33 1375.38 ---- 1375 -
60-H - 1042.06 1044.09 ---- 1041 -
vC-H, 2924.20, 2853.99, 1466.39 - 2925.67, 2855.33 2929, 2851,1463 - -
N-H 1568.08 - -—-- 1552 - -
vC-O0 - 1121.01 1044.09,1125.59,1226.60 ---- 1121 1043.49-1222.87
vC-N 1398.01 - ---- 1398 - -
vC-0O-C - 1096.28, 1210.62 1088.16,1226.60 ---- 1075,1218.1 -
Cc-C - 868.1 868.3 ---- 870 823.6

6 = flexidn

v = tensidn o estiramiento
p = balanceo



Anexo 14. Nimero de onda (cm™)y modos vibracionales de los grupos funcionales de la betaina, glicerol y el NaDELs#34

NaDELs # 34
Grupo Nimero de onda [cm™]
funcional Betaina Glicerol NaDELs#34 Betaina([86,87] Glicerol[50,100,101] NaDELs#34(33,61,102]

vO-H 3356.98 3282.87 3320.29 3361 3290 3298
C=0 1627.59 -—-- 1630.79 1631 ---- 1632
vC-H 2957.14 2879.57 y 2933.61 - 2954 2880, 2936 -
60-H - 1328.05 1328.61 ---- 1326 ----

vC-H; 2924.20,2853.99,1466.39 - 2854.18, 2924.71 2929, 2851, 1463 - -

,1459.18

6C-H, ---- 141576 - -—-- 1417 -
N-H 1568.08 -—-- 1565.95 1552 ---- ----

6C-0-H ---- 1211.01 1249.18 ---- 1210 -—--
vC-N 1398.01 -—-- 1398.74 1398 1398 ----
vC-O -—-- 1030.52, 1108.53 1041.58,1111.89 ---- 1038, 1109 ----
vC-C-0 -—-- 851.17,922.39y 993.34 852.38, 924.62 993.58 ---- 851,924y 994 ----
6 = flexidén

v = tensidn o estiramiento

p = balanceo



