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ABREVIACIONES

Termino Abreviatura
Objetivos de Desarrollo Sostenible oDS
Organizacién de las Naciones Unidas ONU
Conductor-like Screening Model for Real Solvents COSMO-RS
Biomasa Lignoceluldsica BML
Grado de polimerizacion GP
Celulosa microcristalina CM
Celulosa nano cristalina CN
Encefalopatia Espongiforme bovina EEB
Proteinas Animales Transformadas PAT
Acidos grasos AG
Acidos grasos saturados AGS
Acidos grasos libres AGL
Acidos grasos monoinsaturados AGMI
Acidos grasos polinsaturados AGPI
Acido a-linolénico ALA
Acido eicosapentaenoico EPA
Acido docosahexaenoico DHA
Enfermedades cardiovasculares ECV
Trastorno del espectro autista TEA
Dimetil sulféxido DMSO
Dimetil carbonato DMC
Cloroformo CCls
Cloroformo deuterado CDCl3
Ciclopentilmetil eter CPME
2-Metiltetrahidrofurano 2-MeTHF
compuestos organicos volatiles COV’s
“GlaxoSmithKline” GKS
Deep eutectic solvents DES
lonic Liquids IL
Didxido de carbono supercritico scCOz
Gas-Expanded Liquid GXL
Punto supercritico PSC
Temperatura critica Tc
Presidn critica Pc
Cloruro de colina Chcl
Natural Deep Eutectic Solvent NADES
Amino Acid DES ADDES
Therapeutic DES THEDES
Hydrogen Bond Aceptor HBA
Hydrogen Bond Donnor HBD
Centipoises cP
Siemens por centimetro S/cm
Aceite de higado de rape AHR
Cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol Disal 1
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Cloruro de 1,3 (bis)trimetilamonio-2-propanol Disal 2
Método Folch MF
Reactivo Folch RF
Limoneno LMN
Sulfato de sodio anhidro NazS04
Hidrégeno fosfato de potasio K2HPO4
Sulfato de magnesio MgSO4
Agar patata dextrosa PDA
Extracto de levadura EY
Coleccién Espaniola de Cultivos Tipo CECT
Rhizopus oryzae R. oryzae
Aspergillus flavus A. flavus
Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas “Gas | GC-MS
Chromatography-Mass Spectrometry”

Cromatografia de gases con detector de ionizacion de Ilama “Gas | CG-FID,
Chromatography- Flame lonization Detector”

Esteres metilicos de &cidos grasos “Fatty Acid Metil” FAMES
Ester etilico EE
Ester etilico del 4cido oleico EE-AO
Ester etilico del 4cido docosahexaenoico EE-DHA
Cromatografica en capa fina CCF
Resonancia Magnética Nuclear RMN
Ester etilico de aceite de higado de rape EE-AHR
Material hidrolizado de higado de rape MHHR
Diacilglerido DAG
Monoacilglicerido MAG
Triacilglicerol TAG
Acido graso AG
Mezclador-agitador rotatorio RM
Ultra-Turrax® uT
Actividad enzimatica U
Desarrollos Biotecnoldgicos Agroalimentarios DBA
Politetrafluoroetileno PTFE
Solucién de trietilamina etandlica E-EtsN
Solucién de trimetilamina etandlica E-TMA
Capacidad de absorcion de agua CAA
Reflectancia total atenuada ATR
Metanol deuterado MeOD
Dimetil sufoxido d-DMSO
Agua deuterada D20
Punto de fusién pf
Vibracién v
Vibraciones de flexién uf
Vibraciones de estiramiento ve
Staphylococcus aureaus S. aureus

Lysteria monocytogenes

L. monocytogenes

Bacillus cereus

B. cereus

Escherichia coli

E. coli
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Proteus mirabilis

P. mirabilis

Salmonella entérica

S. enterica

Saccharomyces cerevisiae

S. cerevisiae

Aspergillus niger A. niger
Concentracion Inhibitoria Minima CIM
Acido lactico AL
Glicerol Gli
Dietilenglicol Die
Urea Ur
Etilenglicol Eti
Acido oxalico AO
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RESUMEN

El aprovechamiento de los residuos agroalimentarios es un tema que cada vez toma mas
importancia por parte de muchos investigadores debido a su aplicacidén en la economia circular;
donde lo que se busca es generar la minima cantidad de residuos posible y al mismo tiempo
producir un valor afiadido de subproductos con potencial uso industrial. En este contexto, el
proyecto de investigacién que se presenta titulado: “Obtencién de productos de interés
industrial a partir de residuos agroalimentarios mediante procesos quimioenzimaticos” se
enmarca en el campo de esta actividad cientifica. La exposicién de la Memoria se ha organizado
en siete secciones, donde el primer capitulo es introductorio, en el segundo se describen los
objetivos, en los cuatro siguientes se desarrolla el cuerpo de la investigacion y en el ultimo

capitulo se exponen las conclusiones generales.

La metodologia y resultados se describe a partir del tercer apartado. En el capitulo 3
(Aprovechamiento del higado de rape) se detallan las actividades, donde se extrajo hasta 100 %
de aceite del higado del rape (AHR), ensayando cuatro solventes verdes y uno de referencia. Se
realizd una modelizacién tedrica con el programa COSMO-RS (herramienta utilizada para
predecir las probabilidades de solubilidad entre solutos y solventes). Con el aceite de higado de
rape (AHR) se sintetizaron ésteres etilicos usando como biocatalizadores resting cells (propios)
y una enzima comercial. El efecto de variables como nimero etapas de esterificacidn, tiempo

de reaccion y tipo de biocatalizador, fueron analizadas en el perfil de los ésteres sintetizados.

En el capitulo 4 (Sintesis de nuevos productos como especies aceptoras de hidrégeno (HBA's) y
solventes eutécticos (DES’s)) se describen los procesos de sintesis quimica. A partir de un
derivado del glicerol se han sintetizado dos compuestos: Cloruro de 1,3 (bis)trimetrilamonio-2-
propanol (Disal 1) y Cloruro de 1,3 (bis)trietrilamonio-2-propanol (Disal 2), con porcentajes de
rendimiento del 83 y 100 % respectivamente. Las nuevas Disales consideradas como HBA'’s, han
sido estandarizadas, escaladas y caracterizadas con resonancia magnética nuclear (RMN),
espectroscopia infrarroja (FT-IR), determinacidn de capacidad de absorcién de agua y punto de
fusion. Estos nuevos HBA's han sido usados en la sintesis de nuevos DES’s y se han obtenido 22

nuevos solventes, cuyas condiciones de sintesis también fueron escaladas.

En el quinto Capitulo (Caracterizacion de los DES’s) se describen los ensayos realizados para
medir las propiedades fisico-quimicas de los nuevos 22 DES’s. Se les determino, analizé y discutio
su punto de fusion, densidad, pH, viscosidad, conductividad, capacidad de absorciéon de agua
(CAA) y la actividad antimicrobiana de sus compuestos precursores. También se han

caracterizado los DES’s con las técnicas de RMN vy FT-IR identificando algunos de los
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desplazamientos en las sefales causados por los enlaces de hidrégeno caracteristicos de la

formacion de los DES's.

En el sexto y ultimo capitulo metodoldgico (Fraccionamiento de biomasa lignocelulésica (BML)
con nuevos DES’s), partiendo de una modelizacion tedrica (usando el programa COSMO-RS) y
los DES’s sintetizados, se han seleccionado los DES’s que tenian mayor probabilidad de
extraccién para celulosay lignina. Con los DES’s seleccionados se han tratado diferentes residuos
de cultivo, obteniéndose dos fracciones: una rica en celulosa (F1) y la otra en lignina (F2).
Posteriormente, se han determinado los porcentajes de rendimiento de extraccién para evaluar
la concordancia con las predicciones de la modelizacién tedrica. Los extractos obtenidos se han
analizado mediante FT-IR para verificar la composicion de acuerdo a las sefales caracteristicas.
Los resultados arrojan que solo uno de los DES’s ensayados aporta resultados acordes a la
referencia (en porcentaje de rendimiento y composicidn), los demas no son muy efectivos en el

fraccionamiento de los residuos tratados.

La memoria finaliza con la presentacién de una discusién general (apartado 7) y las conclusiones
generales del estudio. A través de los distintos items presentados y valorados, se muestra la
potencialidad de los residuos de agroalimentarios, la importancia del desarrollo de técnicas
sostenibles y la busqueda de procesos novedosos enmarcados dentro de la quimica verde y la

economia circular.
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ABSTRACT

The use of agri-food waste is a topic that is becoming increasingly important for many
researchers due to its application in the circular economy; where the aim is to generate the
minimum amount of waste possible and at the same time produce added value from by-
products with potential industrial use. In this context, the research project presented here
entitled: "Obtaining products of industrial interest from agri-food waste by means of
chemoenzymatic processes" is part of this scientific activity. The report is organised in seven
sections, where the first chapter is introductory, the second describes the objectives, the next

four describe the body of the research and the last chapter presents the general conclusions.

The methodology and results are described in the third section. Chapter 3 (Monkfish liver
utilisation) details the activities, where up to 100 % oil was extracted from monkfish liver (AHR),
testing four green solvents and one reference solvent. Theoretical modelling was performed
with the COSMO-RS programme (a tool used to predict solubility probabilities between solutes
and solvents). With monkfish liver oil (AHR), ethyl esters were synthesised using resting cells and
a commercial enzyme as biocatalysts. The effect of variables such as number of esterification
steps, reaction time and type of biocatalyst were analysed on the profile of the synthesised

esters.

In chapter 4 (Synthesis of new products as hydrogen acceptor species (HBA's) and eutectic
solvents (DES's)) the chemical synthesis processes are described. Two compounds have been
synthesised from a glycerol derivative: 1,3-(bis)trimethylammonium-2-propanol chloride (Disal
1) and 1,3-(bis)triethylammonium-2-propanol chloride (Disal 2), with yield percentages of 83
and 100 % respectively. The new Disals considered as HBAs have been standardised, scaled up
and characterised with nuclear magnetic resonance (NMR), infrared spectroscopy (FT-IR),
determination of water absorption capacity and melting point. These new HBA's have been used
in the synthesis of new eutectic solvents (DES's) and 22 new solvents have been obtained, whose

synthesis conditions were also scaled up.

In the fifth chapter (Characterisation of the DES's), the tests carried out to measure the
physicochemical properties of the 22 new DES's are described. Their melting point, density, pH,
viscosity, conductivity, water absorption capacity (WAC) and the antimicrobial activity of their

precursor compounds were determined, analysed and discussed. The DESs have also been
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characterised with NMR and FT-IR techniques, identifying some of the signal shifts caused by

the hydrogen bonds characteristic of DES formation.

In the sixth and last methodological chapter (Fractionation of lignocellulosic biomass (BML) with
new DES's), starting from a theoretical modelling (using the COSMO-RS program) and the
synthesised DES's, the DES's with the highest extraction probability for cellulose and lignin have
been selected. With the selected DES's, different crop residues were treated, obtaining two
fractions: one rich in cellulose (F1) and the other in lignin (F2). Subsequently, the extraction yield
percentages were determined to evaluate the agreement with the predictions of the theoretical
modelling. The extracts obtained were analysed by FT-IR to verify the composition according to
the characteristic signals. The results show that only one of the DES's tested gives results in
accordance with the reference (in percentage yield and composition), the others are not very

effective in the fractionation of the treated waste.

The report ends with the presentation of a general discussion (section 7) and the general
conclusions of the study. Through the different items presented and assessed, it shows the
potential of agri-food waste, the importance of developing sustainable techniques and the

search for novel processes within the framework of green chemistry and the circular economy.
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RESUM

L'aprofitament dels residus agroalimentaris és un tema que cada cop pren més importancia per
part de molts investigadors a causa de la seva aplicacid a I'economia circular; on el que es cerca
és generar la minima quantitat de residus possible i alhora produir un valor afegit de
subproductes amb potencial Us industrial. En aquest context, el projecte de recerca que es
presenta titulat: Obtencié de productes d'interes industrial a partir de residus agroalimentaris
mitjangant processos quimioenzimatics s'emmarca en el camp d'aquesta activitat cientifica.
L'exposicié de la Memoria s'ha organitzat en set seccions, on el primer capitol és introductori, al
segon es descriuen els objectius, als quatre seglients es desenvolupa el cos de la investigacid i al
darrer capitol s'exposen les conclusions generals.

La metodologia i els resultats es descriu a partir del tercer apartat. Al capitol 3 (Aprofitament del
fetge de rap) es detallen les activitats, on es va extreure fins a 100 % d'oli del fetge del rap (AHR),
assajant quatre solvents verds i un de referéncia. Es va realitzar una modelitzacié tedrica amb el
programa COSMO-RS (eina utilitzada per predir les probabilitats de solubilitat entre soluts i
solvents). Amb I'oli de fetge de rap (AHR) es van sintetitzar ésters etilics usant com a
biocatalitzadors resting cells (propis) i un enzim comercial. L'efecte de variables com a nombre
etapes d'esterificacié, temps de reaccid i tipus de biocatalitzador, van ser analitzades al perfil
dels ésters sintetitzats.

Al capitol 4 (Sintesi de nous productes com a espécies acceptores d'hidrogen (HBA's) i solvents
eutectics (DES's)) es descriuen els processos de sintesi quimica. A partir d'un derivat del glicerol
s'han sintetitzat dos compostos: Clorur de 1,3(bis)trimetrilamoni-2-propanol (Disal 1) i Clorur de
1,3 (bis)trietrilamoni-2-propanol (Disal 2), amb percentatges de rendiment del 83 i 100%
respectivament. Les noves Disales considerades com a HBA's han estat estandarditzades,
escalades i caracteritzades amb ressonancia magneética nuclear (RMN), espectroscopia infraroja
(FT-IR), determinacié de capacitat d'absorcié d'aigua i punt de fusié. Aquests nous HBA's han
estat usats en la sintesi de nous solvents eutéectics (DES's) i s'han obtingut 22 nous solvents, les
condicions de sintesi dels quals també van ser escalades.

Al cinqué Capitol (Caracteritzacié dels DES's) es descriuen els assaigs realitzats per mesurar les
propietats fisicoquimiques dels nous 22 DES's. Se'ls va determinar, analitzar i discutir el punt de
fusio, densitat, pH, viscositat, conductivitat, capacitat d'absorcié d'aigua (CAA) i I'activitat
antimicrobiana dels seus compostos precursors. També s'han caracteritzat els DES's amb les
tecniques de RMN i FT-IR identificant alguns dels desplagaments als senyals causats pels enllagos
d'hidrogen caracteristics de la formacié dels DES's.

Al sisé i darrer capitol metodologic (Fraccionament de biomassa lignocel-lulosica (BML) amb
nous DES's), partint d'una modelitzacié teorica (usant el programa COSMO-RS) i els DES's
sintetitzats, s'han seleccionat els DES's que tenien més probabilitat d'extraccid per a cel-lulosa i
lignina. Amb els DES seleccionats s'han tractat diferents residus de cultiu, obtenint-se dues
fraccions: una rica en cel-lulosa (F1) i I'altra en lignina (F2). Posteriorment, s'han determinat els
percentatges de rendiment d'extraccié per avaluar-ne la concordanga amb les prediccions de la
modelitzacié teorica. Els extractes obtinguts s“han analitzat mitjancant FT-IR per verificar la
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composicié d“acord als senyals caracteristiques. Els resultats mostren que només un dels DES's
assajats aporta resultats acords a la referéncia (en percentatge de rendiment i composicio), els
altres no son gaire efectius en el fraccionament dels residus tractats.

La memoria finalitza amb la presentacié d“una discussié general (apartat 7) i les conclusions
generals de [“estudi. A través dels diferents items presentats i valorats, es mostra la potencialitat
dels residus d'agroalimentaris, la importancia del desenvolupament de técniques sostenibles i
la cerca de processos nous emmarcats dins la quimica verda i I'economia circular.
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1. INTRODUCCION

1.1. BIOECONOMIA Y ECONOMIA CIRCULAR

En los Ultimos afos se ha incrementado el interés por la conservacion de los recursos naturales
y la proteccién del medioambiente. En consecuencia, se ha visto un aumento en los procesos de
reciclado y ahorro en general en los procesos productivos. Es posible que este cambio provenga
del momento que vivimos en el planeta, donde la explotacién de nuestros limitados recursos
naturales pone freno a nuestra demanda. El incremento de la productividad suele estar
relacionado de manera directa con la explotacion de los recursos naturales (renovables y no
renovables), esto puede amenazar la sostenibilidad de la vida de los ecosistemas naturales, y en
consecuencia de la poblacién humana (1). Desde hace algunos afos la tasa de uso de solventes
en relacién con la extracciéon, ha aumentado en un 50 % mas que hace 30 afnos, los datos
histdricos y las proyecciones indican que entre 1980 y 2040 podriamos llegar a un aumento de
la explotacion de los recursos naturales del 233 % (2,3). Como hasta ahora no tenemos otra
tierra donde vivir y la exploracién espacial que busca planetas con caracteristicas donde se
pueda albergar vida apenas estd iniciando, solo nos queda hacer lo posible por cuidar, mantener
y “reparar” en la medida de lo posible el medioambiente. Hace algunos afos los gobiernos y
lideres mundiales se propusieron aunar esfuerzos para mejorar nuestra gestion de los recursos
naturales, sin perjudicar la calidad de vida, antes de que el problema sea completamente
irreversible, un limite que segun los expertos tenemos muy cerca (3,4). En funcién de esto, cada
dia se destinan mds recursos para la investigacion cientifica, con el fin de encontrar alternativas
para mejorar los procesos productivos, extractivos, etc.; los cuales son imprescindibles para
solventar las necesidades del mundo desarrollado (salud, comunicaciones, educacion,
tecnologia, movilidad, etc.). Lo que se busca es que no se impacte negativamente el
medioambiente, que no se afecte el desarrollo econdmico-social y que tengamos ciclos

productivos sostenibles.

Desde hace algun tiempo escuchamos con mayor regularidad los términos economia circular y
bioeconomia, estos estan relacionados con las estrategias y esfuerzos que se encaminan a
mejorar la administracion de nuestros recursos naturales y no llegar a un punto que nos lleve a
la extincién. Segun la definicion de la Comunidad Europea, la bioeconomia abarca todos los
sectores y sistemas que dependen de recursos bioldgicos (plantas, animales, microorganismos
y biomasa derivada de procesos productivos incluidos los residuos organicos). También incluye

sus funciones, principios, y los productos y servicios relacionados, de manera que incluye e
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interrelaciona los ecosistemas y los servicios que prestan todos los sectores de produccion.
Incluyendo asi todo sector que utiliza y/o produce recursos bioldgicos para producir alimentos,
piensos, productos bioldgicos, energia y servicios (2). El termino bioeconomia es relativamente
nuevo pero lo bastante grande como para abarcar la economia circular que hace ya varios afios
se viene mencionando. La economia circular es un modelo de producciéon y consumo que implica
compartir, alquilar, reutilizar, reparar, renovar y reciclar materiales y productos existentes todas
las veces que sea posible para crear un valor afiadido (5). El modelo lineal de los sistemas
productivos (tomar, producir y tirar), requiere una amplia, barata y accesible disposicion de
materiales y energia para desarrollar procesos productivos. Ademas, de un eficiente mecanismo
para deshacerse de los residuos producidos. La poca sostenibilidad en el tiempo que poseia este
modelo, dio paso a la apropiacién de términos como el reciclaje y reuso, lo cuales hacen parte
del desarrollo sostenible y que finalmente constituyeron el modelo de economia circular (6). Los
ciclos biolégicos del planeta tienen un disefio perfecto, las plantas por ejemplo nacen de una
semilla, se reproducen y mueren, incluso en la Ultima parte de su ciclo genera materia organica
que se usard de manera que todos los elementos cumplen una funcién y sirven para crear o
regenerar vida por si solos (3). La naturaleza tiene un eficiente sistema circular, el problema se
genera cuando nosotros los seres humanos alteramos ese equilibrio. El ser humano con sus
avances tecnoldgicos y desarrollo industrial, produce cantidades de residuos (basura), que no
tenemos la capacidad de almacenar, reusar o hacer desaparecer. Muchas de los habitantes del
planeta nunca se han preguntado a dénde ird toda la basura que producimos. Ahora somos mas
de 7800 millones de personas que consumimos bienes y servicios y producimos residuos (7). El
aumento de nuestras necesidades por el aumento de la poblacién hace necesario que el

desarrollo continle, pero este debe ser un desarrollo sostenible con la vida del planeta.

El termino desarrollo sostenible tomo mayor importancia después del acuerdo de Paris en 2015
(8) pero ya era mencionado desde 1987. En este afio el informe de Brundtland para las Naciones
Unidas, titulado” Nuestro futuro comun”, definié el desarrollo sostenible como la satisfaccidon
de las necesidades de la generacidn presente sin comprometer la capacidad de las generaciones
futuras para satisfacer sus propias necesidades (9). En ese tiempo muchos estudiosos del tema,
notaban como la rapidez con la que devorabamos recursos no correspondia al ritmo de
renovacion de éstos y auguraban problemas futuros (como los que vivimos ahora). El desarrollo
tecnoldgico nos ha facilitado la vida tal y como la conocemos, pero también ha hecho que
desequilibremos de manera escandalosa los ciclos y recursos naturales de nuestro planeta. El
ejemplo mas claro lo tenemos con la revolucidn tecnoldgica, mientras que un arbol con su ciclo

de vida genera materia orgdanica (reusable de distintas maneras) y vida durante largo tiempo,
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los aparatos electrdnicos tienen una vida Gtil de entre 3 y 5 afios y requieren grandes voliumenes
de materiales y explotacion de recursos naturales para ser producidos. Cuando éstos terminan
su vida Util, muchas veces por la ya conocida obsolescencia programada, generan solo basura y
muchos de sus componentes no se reutilizan y terminan siendo graves contaminantes (3).
Ademas, el termino de desarrollo sostenible y su busqueda no solo implica condiciones
ambientales, sino que se ve reflejado en el progreso social sin distincion de condicién geogréfica
o fisica, el equilibrio medioambiental donde utilicemos recursos al ritmo de su renovacién vy el

crecimiento econdmico que garantiza los medios para lograr un bienestar total.

Todos los sectores productivos deben estar en constante desarrollo o al menos en la busqueda
de innovaciones en los procesos que les permitan una gestién integral, entendida como mayor
productividad, aumento de ganancias y menor impacto ambiental. Sea en el sector primario
como se le denomina al sector agropecuario o en el secundario o también llamado industrial
(tanto extractivo como de transformacion), es indiscutible que la quimica tiene gran
importancia(10). En la busqueda de sostenibilidad, esta rama de las ciencias se ha empoderado
de su papel con el desarrollo de la quimica sostenible y la quimica verde (mas conocida como
“Green chemistry” en inglés). Ambos términos, pese a no significar exactamente lo mismo,
tienen el mismo fin que es contribuir al desarrollo y bienestar del planeta, sin afectar a la
naturaleza ni a las generaciones futuras (11). El drea de la agroindustria (sector secundario de
transformacion) también tiene gran importancia. Es uno de los sectores que nunca detiene su
produccién (la industria alimentaria es considerada como esencial). Esto lo pudimos evidenciar
en la pandemia, que puso en jaque a gran parte de las industrias y a la actividad econémica en
general, pero el sector alimentario siempre estuvo en produccidn para suplir las necesidades de
los consumidores. Como los procesos productivos incluyen la generacién de residuos, la
produccién de los alimentos también genera gran cantidad de residuos. En este sentido, el
objetivo de gran parte de la investigacion actual en la industria alimentaria, es producir menor
cantidad de residuos, reducir sus componentes contaminantes, y/o mejorar el aprovechamiento

de éstos, para disminuir el impacto econémico y ambiental (12).

1.2. OBIJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE (ODS)

Los objetivos de desarrollo sostenible (ODS) son una serie de retos definidos para la mejorar de
la calidad de vida de todas personas, buscando un desarrollo y bienestar mas igualitario. Hacen

parte de las estrategias disefiadas para lograr el “desarrollo sostenible a nivel global” y para su
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alcanzarlos es necesaria la accidon conjunta de gobiernos, sector privado, sociedad civil y de todos
los ciudadanos (13). Esta iniciativa fue creada por la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU),
entidad nacida en 1945y con 193 paises miembros en la actualidad, que es la encargada de velar
por el cumplimiento de los propdsitos firmados y pactados por las naciones en la carta de la
ONU (14). Para poder cumplir con estos propdsitos ha generado propuestas de desarrollo
sostenible en sus reuniones en las que los distintos paises se han comprometido a realizar
acciones individuales en pro del bien colectivo. En la reunién de 2015 se aprobd la Agenda 2030
sobre el Desarrollo Sostenible, donde se presenta una oportunidad para que los paises y sus
sociedades emprendan un nuevo camino con el que mejorar la vida de todos (4). En esta reunién
se plantearon los 17 ODS que abarcan temas para enfrentar los desafios ambientales, politicos
y econdmicos del mundo (Figura 1.1). Dentro de los objetivos con los que cuenta esta iniciativa
se encuentran el fin de la pobreza, la seguridad alimentaria, salud, equidad, saneamiento y

ademas acciones especificas hacia mejoras de la produccién y el combate al cambio climatico.

.
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Figura 1.1. Los 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible de la ONU.
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Dentro de esta larga lista de objetivos el desarrollo de esta tesis, tiene aplicacion en la mejora
de continua de procesos direccionada por los ODS 12 y 13. Estos junto con los demas ODS
constituyen una luz en el camino de proteccion de nuestro planeta tierra la supervivencia de

todas las especies (nosotros incluidos) en un sano equilibrio.

El medioambiente juega un papel fundamental en la preservacién de los seres humanos y el
desarrollo de las sociedades con equidad y calidad de vida para todos. Esto ha sido manifestado
también en el acuerdo de Paris en 2015, con el que busca un compromiso de los paises
miembros por incrementar sus esfuerzos hacia la lucha contra el cambio climatico (8,15,16).
Pese a los compromisos adquiridos por los gobiernos, esta claro que los esfuerzos realizados
para cumplir la agenda del desarrollo sostenible son insuficientes, los recursos naturales se
siguen usando de manera insostenible y no se han logrado las mejoras en cuanto a calidad de
vida de la poblacién mundial. Esto se evidencia en los informes de los ODS de 2018 y 2020 que
con datos anteriores a la pandemia del Covid-19, ya reflejaban la lejania en cifras con respecto
a las propuestas en la agenda 2030 (17,18). En cuanto a las acciones para detener el cambio
climatico, aun no se ha alcanzado el 7,6 % anual de reduccién de los gases de efecto invernadero
requerido para limitar el calentamiento global a 1,5 °C anuales. Ademas de esto, con la llegada
de la pandemia, la crisis sanitaria, econdmica y social ha puesto en jaque todas las estrategias
tendientes al logro de estos 17 ODS, pero dada la situacion sin precedentes vivida se priorizo los
objetivos que interactuaban de manera directa con la amenaza de mortalidad por la nueva

enfermedad y los medios de subsistencia de las personas (19).

La gran mayoria de estos esfuerzos se centran en el desarrollo de una economia circular, el
incentivo de la investigacion juega un papel primordial para la busqueda de energias limpias,
gue provengan de recursos renovables y el reemplazo de materiales y procesos que continten

afectando la estabilidad de nuestro vulnerable medioambiente.

1.3. IMPORTANCIA DE LOS PROCESOS BIOCATALITICOS

En la gran mayoria de los procesos industriales se presentan diferentes tipos de reacciones
guimicas. Se denomina catdlisis al mecanismo por el cual ciertas reacciones quimicas son
provocadas, o aceleradas por unas sustancias llamadas catalizadores. Estas sustancias no
cambian durante la reaccién ni quimica o fisicamente (20,21). Los catalizadores pueden ser
gases, liquidos o sdlidos (22). Su clasificacién depende del criterio usado (estructura,
composicion, ambito de aplicacién o la comun: estado de agregacion). La clasificacion mas

comun, segln el estado de agregacion implica cdmo reacciona el catalizador en el sistema de

24



reaccién. Segun esta clasificacion hay dos tipos de catalizadores principalmente: heterogéneos
(aquellos que se mantienen en estado sélido en el sistema) y homogéneos (aquellos que pueden
ser liquidos o gaseosos y permanecen en mezcla intima con los componentes de la reaccidn,
actuando por su masa, su accién aumenta con su concentracidon) (20,22). También hay formas
intermedias como los catalizadores homogéneos adheridos a sélidos (catalizadores soportados)
y los biocatalizadores que son enzimas y pueden clasificarse entre los catalizadores homogéneos

moleculares y los catalizadores heterogéneos macroscépicos (22).

Hoy en dia las enzimas que se usan como biocatalizadores son cada vez mds importantes. Debido
a sus ventajas como la solubilidad en agua, alta actividad enzimatica y selectividad,

funcionamiento en condiciones suaves (bajas presiones, temperaturas, pH cercanos a 7, etc.),

los procesos y tecnologias biocataliticas estan penetrando cada vez mds en todas las ramas de
las industrias de procesos quimicos (22). En la economia circular los procesos biocataliticos son
importantes por que ayudan a que la produccién de diversos materiales sea mas rdpida, facil y
eficiente y reducen los residuos generados durante los procesos de fabricacidon (21-23). Pese a
los biocatalizadores pueden tener algunas desventajas como la baja estabilidad, el hecho de que
incrementen el desarrollo de procesos sostenibles y la quimica verde les ha merecido la

importancia actual (22).

1.4. NUEVAS TECONOLOGIAS INFORMATICAS APLICADAS A LA INVESTIGACION

En la busqueda de procesos sostenibles, limpios y eficientes la aplicacién de las nuevas
tecnologias informaticas son una gran herramienta que permite acelerar los procesos
investigativos y reducir sus costes por experimentacion. Con los avances computacionales se
han podido desarrollar programas capaces de incorporar y procesar una gran cantidad de datos
de distintas areas del conocimiento como la fisica y la quimica. No solo los avances
computacionales son los responsables del éxito de estas tecnologias, sino también los

constantes desarrollos metodoldgicos que se realizan sobre ellas (24).

Es asi como hoy en dia tenemos distintos programas que nos ayudan a predecir algunas
propiedades de moléculas y sistemas moleculares mas o menos complejos. Sus aplicaciones van
desde el dibujo de una molécula, hasta la simulacidn de sus interacciones. Algunos de los
softwares usados para la modelizacién quimica y cuantica son LAMMPS (25), NWChem (26,27),
que suelen ser gratuitos al menos en su versién de prueba y uno de los mas usados aunque de
pago el software COSMO-RS (28-31). El software COSMO-RS del inglés: Conductor-like Screening

Model for Real Solvents es capaz de considerar las propiedades técnicas de los solventes de
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manera que se pueden estudiar distintos sistemas y procesos de solubilizacién. Fue desarrollado
por Klamt y colaboradores (30) y es conocido como un potente método de descripcidn molecular
y de seleccidon de solventes basado en el resultado de los célculos quimicos cuanticos para
comprender el mecanismo de disolucidn de un sistema. COSMO-RS combina consideraciones de
guimica cudntica (COSMO) y la estadistica termodindmica (RS) para determinar y predecir las
propiedades termodinamicas sin necesidad de datos experimentales, lo cual es bastante util a

la hora probar un compuesto.

1.5. RESIDUOQOS Y SUBPRODUCTOS
1.5.1. Definiciones y generalidades.

La definicién mas clara de residuo cualquier sustancia u objeto que su poseedor deseche o tenga
laintencion o la obligacion de desechar, esto fue determinado en la Ley 22/2011 de Espafia (32).
Esta misma Ley define lo que es un subproducto, denomindndolo “ un residuo no residuo” es
decir, una sustancia u objeto resultante de un proceso de produccién (de un determinado
producto), que tiene ciertas caracteristicas por las cuales puede ser usado con seguridad (32).
Es por esto, que muchos residuos pueden convertirse en subproductos, una vez se ha

determinado que se pueden usar con seguridad y generar valor agregado.

En general los residuos se pueden clasificar en funcién de su procedencia, estado de la materia
o si es contaminante o no. En Espaia segun el Instituto para la Diversificacién y Ahorro de
Energia, que pertenece al Ministerio para la Transiciéon Ecoldgica y el Reto Demografico, los
residuos se pueden clasificar en urbanos o municipales, industriales, peligrosos o no peligrosos
e inertes (33). Desde la implementacién de las estrategias para lograr una economia circular, las
estadisticas presentadas para los residuos industriales muestran alguna mejora, sin embargo,
en relacién con los residuos domésticos no. En Espafia los residuos municipales han aumentado
(principalmente los relacionados con residuos biodegradables de cocinas y restaurantes), entre
el afio 2017 y 2018 alrededor de 126.334 toneladas (ton) (34,35). Esto contrasta con los
resultados de las estadisticas para los residuos industriales que han mostrado una drastica
disminucién. Para la industria de la alimentacion, bebidas y tabaco se redujeron casi a la mitad
entre 2004 y 2016, los de la industria quimica, farmacéutica, y de la fabricacidon de productos de
caucho y pldstico una cuarta parte, segln los datos del Ministerio para la Transicidn Ecoldgica y
el Reto Demografico (36). Hoy en dia todavia muchos de los residuos bioldgicos se dejan lugares
abiertos para que se descompongan de forma natural, se desechan en vertederos, o se incineran

al aire libre y se secan para obtener carbdn vegetal, lo que no sélo tiene una baja eficiencia, sino
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que también provoca una grave contaminacién ambiental, como las emisiones de gases de

efecto invernadero y el deterioro de la calidad del aire (37).

La industria alimentaria, durante el proceso de producciéon, preparacién y distribucion de
alimentos genera distintos tipos de residuos (tanto sdélidos como liquidos) (38). A estos les
llamamos residuos agroindustriales o agroalimentarios y muchos de estos pueden convertirse
en subproductos dependiendo de distintas variables (pulcritud en los procesos productivos,
clasificacidon y manejo, etc.). Segun la oficina europea de estadistica EUROSTAT, la industria de
la produccion de alimentos, bebidas y productos del tabaco de la unién europea generé 22,4
millones de toneladas de residuos animales y vegetales (tanto peligrosos como no peligrosos)
en 2018. Esto supuso alrededor de 1,6 millones de toneladas mas que en 2014 (39). La
optimizacion de los procesos de produccién con tendencia hacia la economia circular, siempre
busca disminuir el volumen de residuos generados, pero la variedad de productos requeridos
por el mercado, la constante carrera por la innovacion y satisfaccién del consumidor ante sus
crecientes demandas, hace que los residuos agroindustriales y agroalimentarios lejos de
disminuir, continien generandose en grandes voliumenes. Dentro de los residuos mds comunes
en los procesos productivos se encuentran las partes de la materia prima que se desechan
(porque no se requieren en el producto final) y las cascaras, pieles, piedras, otros materiales
fisicos o liquidos que se generan en los equipos posteriores, a los tratamientos realizados con
diferentes sistemas extractivos. Otro tipo de residuos que produce la industria alimentaria
pueden ser los materiales de envase (de los productos usados para los tratamientos de
fertilizacion y mantenimiento de cultivos, o para almacenamiento, produccién vy
comercializacién de los productos), entre otros, que pueden significar un amplio volumen de
residuos y de los cuales algunos son catalogados como peligrosos, pero estos no son objeto de

estudio de este trabajo.

Algunos residuos organicos provenientes de frutas y verduras, pueden convertirse en
subproductos, a partir de los que se pueden extraer compuestos bioactivos que incluyen
principalmente polifenoles, taninos, flavonoides, flavonoles, vitaminas (A y E), minerales
esenciales, acidos grasos, volatiles, antocianinas y pigmentos, mientras que los de origen animal
incluyen péptidos bioactivos y en la industria lactea son principalmente los del suero y el calostro
(40). El reto actual consiste en que los residuos derivados de las actividades agroalimentarias,
puedan ser utilizados como materias primas o productos intermedios en distintas aplicaciones,
eliminando o minimizando problemas de contaminacién medio ambiental y generando valor

anadido
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Los residuos de la industria alimentaria se pueden dividir en dos grandes grupos en funcion de

sus caracteristicas bioquimicas, residuos de origen vegetal y de origen animal (41).
1.5.2. Residuos de origen vegetal y subproductos

Los residuos de origen vegetal son principalmente materiales lignoceluldsicos, provenientes de
las materias primas vegetales como residuos de frutas, verduras y de cultivo. Los residuos
lignoceluldsicos provenientes de la industria alimentaria actualmente son objeto de numerosas
investigaciones, buscando revalorizarlos y convertirlos en subproductos, aprovechando su
potencial para la obtencion de compuestos de interés industrial. Los residuos lignocelulésicos
también llamados biomasa lighoceluldsica (en adelante BML), se generan en un alto volumen en
muchos procesos agroalimentarios. Segun las estadisticas, anualmente se pueden generar
alrededor de 4600 millones de toneladas de BML, proveniente de residuos agricolas como tallos,
hojas y restos de cultivo (42). La industria agroalimentaria compone el 14,9 % de la industria
total espaiola. El subsector de la transformacién de frutas y hortalizas representa un 8,3 % y el
porcentaje de residuos generados en este tipo de industria puede llegar a estar entre 15y 65 %
del volumen inicial de materias primas, lo que significa muchas toneladas de residuos con
potencial para su aprovechamiento (43). Antes el principal uso de BML era basicamente la
produccién de compost, pero poco a poco la biorrefineria ha ido ganando terreno, no solo por
la necesidad de creciente de fuentes de energia si no por las limitaciones que ofrecen los
productos derivados del petréleo. El uso de BML para la produccién de biocombustibles y
diferentes biopolimeros derivados que reemplacen los actuales polimeros provenientes de

fuentes no renovables estd cada vez mas extendido(44—46).

Los componentes mayoritarios de la BML son tres biopolimeros: celulosa, hemicelulosa y lignina
(47-49). En funcién de su origen puede haber presentes otros componentes como aceites,
pectinas, pigmentos, etc. También minerales, proteinas y compuestos extraibles solubles en
agua y acidos organicos pueden presentarse como componentes minoritarios. Los polimeros de
la BML se pueden separar por fraccionamiento o aislamiento con diferentes procesos quimicos,
fisicos o bioldgicos y posteriormente deben ser sometidos a un proceso de purificacion de ser

necesario (50-52).

Los materiales lignoceluldsicos poseen resistencia a la descomposicidon de la pared celular ya
que la estructura cristalina de celulosa se encuentra incrustada en la matriz de polimeros de
lignina y hemicelulosa como se muestra en la Figura 1.2, lo que hace dificil su fraccionamiento

(48). El objetivo principal de los distintos tratamientos de materiales lignoceluldsicos es eliminar
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esta resistencia para separar la celulosa de la matriz de polimeros y hacer que este mas accesible

para una posterior hidrélisis y fraccionamiento de otros compuestos (49,53-55).

Plantas

Celulas de las plantas

Pared
Celular

Celulosa

Figura 1.2. Estructura de biomasa lignocelulésica, adaptado y reproducido de J. Zakzeski et al

(48). Copyright © 2010, American Chemical Society.

1.5.2.1. Celulosa

Es uno de los componentes mayoritarios de los materiales lignoceluldsicos, constituye
aproximadamente del 35 al 50 % (segun procedencia de la biomasa) (47,53,56). Se caracteriza
por ser la base estructural de las células vegetales y por ser insoluble en agua, disolventes
organicos y en disoluciones acuosas basicas, ademas es soluble en acidos y resistente a agentes

oxidantes. La celulosa es el compuesto polimérico mas abundante en la tierra (54,57,58) y su
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férmula quimica es (CeH100s)n. Es un polimero lineal constituido por unidades de B-D-glucosa
unidas por enlaces entre los carbonos 1y 4. Por su alto grado de polimerizacién y ordenacion
interna es un polimero de gran tamafio que puede variar entre 100 y 30000 unidades de glucosa
(53,54,57), dependiendo del tipo de derivado y su fuente. La celulosa con alto grado de
polimerizacidn puede alcanzar una longitud de cadena de 500 a 15.000 nm. La celulosa obtenida
por métodos de aislamiento es poli dispersa, por lo cual su GP medio es menor (entre 800 a
3.000). Existen distintas técnicas que pueden dar informacién sobre las masas molares y
distribucidn de la celulosa, como las mediciones de viscosidad y la cromatografia de exclusion
por tamafio (57). La conformacién lineal permite el empaquetado de numerosas hebras de
celulosa en fibrillas cristalinas, formadas por las agrupaciones de las cadenas de glucosa, dando
la estructura tipica de la pared celular vegetal (53,54). En las unidades de glucosa, la
configuracién mas estable es en forma de silla (Figura 1.3), con los grupos hidroxilos en posicion
ecuatorial. Donde la conformacidn molecular del enlace B glucosidico hace que se hidrolice con
dificultad en medios catalizados por acido. Los grupos OH que se encuentran en los dos extremos
de la cadena muestran un comportamiento diferente, el grupo OH del C1 que se encuentra a
uno de los extremos es un aldehido que le otorga propiedades reductoras, mientras que el grupo
OH del C4 en el extremo opuesto de la cadena es un grupo hidroxil alcohol y en consecuencia
no reductor (57). La representacion mdas comun de la estructura molecular de la celulosa, que
estd compuesta por unidades de glucosa, se muestra en la Figura 1.3, donde se observan las

cadenas lineales formando puentes de hidrégeno entre ellas (54,57).

- H

Figura 1.3. Estructura molecular lineal de la celulosa con un enlace glucosidico B 1-4 entre dos

mondmeros de glucosa demarcado en rojo.
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Los enlaces de hidrégeno también llamados puentes de hidrégeno, son un tipo especial de
enlaces en los que las fuerzas de Van der Waals se producen entre un atomo de hidrégeno de
una molécula con deficiente carga electrénica y un dtomo de otra molécula con elevada carga
electrdnica (59). Los enlaces de hidrégeno tienen mucha influencia sobre el comportamiento de
algunas de las propiedades de la celulosa como la solubilidad, la reactividad y la cristalinidad.
Ademas son los responsables de la rigidez y de las disposiciones tridimensionales de la celulosa
(57).

El grado de polimerizacién (GP), la resistencia mecanica, cristalinidad, estabilidad térmica,
porosidad, no toxicidad y la biodegradabilidad, entre otras propiedades hacen de la celulosa un
compuesto de gran interés y con una amplia gama de aplicaciones industriales.

Actualmente sus principales derivados son la celulosa microcristalina (CM) y la celulosa
nanocristalina (CN) que poseen un alto interés industrial. Su principal diferencia radica en el
tamafio que alcanzan las particulas que puede ser alrededor de 50 um de diametro y longitud
de 100-1.000 um para la CM, o entre 5 a 20 nm de didmetro y una longitud de 100 nm a varios

micrémetros para la CN (60,61).

1.5.2.2. Hemicelulosa

Este componente de la BML es un heteropolimero ramificado complejo de menor peso
molecular que la celulosa. Actia como agente de unién entre la lignina y la celulosa a través de
una variedad de interacciones covalentes y no covalentes (Figura 1.2) (47). Se compone de
azucares C6 (glucosa, manosa y galactosa) y azucares C5 (principalmente arabinosa y xilosa),

ademas de algunos acidos de azucares (acidos urénicos) (47).

1.5.2.3. Lignina

La lignina es el segundo polimero mas abundante de la tierra después de la celulosa, la Unica
materia prima renovable de gran volumen compuesta por compuestos aromaticos y ademas la
Unica fibra no polisacarida que se conoce (62,63). Es uno de los componentes de la BML (entre
el 15 a 30 %), también es uno de los subproductos de los procesos de fabricacién de pulpa de
papel y distintos procesos de quimica y biorrefineria (51,57,62,64).

Este polimero de fenilpropano compuesto por alcoholes p-cumarilico, coniferilico y sinapilico
unidos por enlaces éster (46,56), se une fuertemente a la celulosa y a la hemicelulosa a través
de robustos enlaces covalentes de hidrégeno entre cadenas, formando una red y
proporcionando asi la estructura de las células vegetales (46). Los grupos funcionales de la

lignina incluyen metoxilos, carbonilos, carboxilos e hidroxilos que se unen a elementos
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aromaticos o alifaticos, en diferentes cantidades y proporciones, dando lugar a diferentes
composiciones y estructuras de la lignina (51). Es una molécula de alto peso molecular,
tridimensional y amorfa, en la que multiples unidades estructurales que la componen no suelen
repetirse de forma regular, su estructura esta condicionada por su origen y método de
aislamiento (65). Una de las representaciones estructurales de este polimero mas aceptadas se
representa en la Figura 1.4, donde se ven las unidades de fenilpropano oxigenadas unidas entre

si por enlaces C-C o con enlaces tipo éster (R-(C=0)-OR') (56,66).
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Figura 1.4. Estructura molecular de la lignina y con fragmentos de sus tres principales alcoholes
de fenilpropano: sinapilico, coniferilico y p-cumarilico. Adaptado de Ge, Y. & Li, Z. (66). Copyright
© 2018, American Chemical Society.

La lignina es insoluble en acidos y soluble en dlcalis fuertes como el hidréxido de sodio y es
vulnerable a agentes oxidantes (52,56,67). Los grupos hidroxilos en las macromoléculas de
lignina son cruciales porque desempeiian un papel importante en las propiedades quimicas y
fisicas de la lignina, como la reactividad, la hidrofilia y la funcionalidad (66).

El método de extraccion de la lignina depende del precursor y de su composicion, y el
rendimiento, la purezay la estructura final estan influidos por el tipo de método de extraccion,
el disolvente, la temperatura y el tiempo (50). En la mayoria de los casos, la extraccion de lignina
altera su estructura pristina debido a la compleja arquitectura que se observa en la matriz de los

componentes de la biomasa (50).
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1.5.3. Subproductos y residuos de origen animal
1.5.3.1. Generalidades

La mayoria de los residuos animales proceden de las industrias pesquera, carnica, del cuero y
avicola. Entre estos encontramos los residuos de carne, pescado, crustaceos, el estiércol de
animales de granja y ganado, los residuos de curtiduria, las plumas de pollo y otras aves de
corral, etc. (37). A los residuos resultantes del sacrificio de animales para la alimentacidn (grasas,
visceras, sangre, etc.), se les conoce como subproductos de origen animal no destinados al
consumo humano (Sandach)(68,69). La normativa sanitaria espafiola aplicable sobre Sandach
estaba regida por el “Reglamento del Parlamento del Consejo Europeo” (CE) 1774/2002, que fue
derogado por el CE 1069/2009 (70). La modificacion se ha realizado ante el cambio de las
necesidades, los avances cientificos y mejoras de los procesos para garantizar la seguridad
sanitaria. Segun esta normativa los residuos Sandach son “los cuerpos enteros o partes de
animales o productos de origen animal de las tres categorias en la que se clasifican no destinados
a consumo humano, incluidos dvulos, embriones y esperma” (69,70). La normativa clasifica a los
Sandach en 3 categorias en funcién de su riesgo, de acuerdo a su naturaleza, gestion vy
procesamiento por el que pueden ser transformados, explotados y comercializados o no (69—
71). Se ha evidenciado la afectacién de la seguridad de la cadena alimentaria humana, animal y
la confianza de los consumidores, debido a la aparicién de diversas patologias en los animales
de sacrificio que pueden ser trasmitidas a los seres humanos generando crisis sanitarias.
Episodios como los brotes de fiebre aftosa, la propagacidon de encefalopatias espongiformes
transmisibles (como la Encefalopatia Espongiforme bovina (EEB)) y la presencia de dioxinas en
los piensos (70,72) generaron la estricta normativa para los Sandach y la prohibiciéon en muchos
paises (entre ellos la Unidn Europea, Canadd y Estados Unidos), de la incorporaciéon de muchos
de sus productos derivados en productos alimenticios tanto de humanos como de animales
(72,73). Segun la normativa, también existen los Productos Animales de Bajo Valor Anadido
considerados aptos para el consumo humano que pertenecen a la categoria 3 de los Sandach
(74).

El procesamiento de la biomasa procedente de residuos animales es fundamental para su
aprovechamiento, sin duda alguna los procesos térmicos son la principal herramienta en la
destruccién de distintos tipos de compuestos y/o microorganismos que pueden causar riesgo
en la salud humana. Se ha demostrado que la hidrélisis térmica (Temperatura minima: 180 °C,
Presion: 1.200 kPa, tiempo: 40 min) destruye la proteina pridnica que se encuentra en los tejidos
de algunos bovinos. Se sospecha que los priones causan la EEB y por eso estos tejidos son

considerados como material especificado de riesgo y clasificados como residuos peligrosos (72).
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La gestién de los Sandach conlleva un gasto importante para las empresas y un impacto negativo
al medio ambiente porque aquellos que no son utilizados deben incinerarse (74). Los
subproductos y residuos animales pueden usarse como biomasa para la generacion de energia
o también generar productos como harinas, grasas, fibras y Proteinas Animales Transformadas
(PAT). La mejora en los procesos en la industria alimentaria, las practicas sanitarias, los procesos
y tratamientos a los residuos hacen que se controlen mas y mejor los riesgos inherentes de los
Sandach. Asi, se van encaminando estas practicas industriales hacia la economia circular y se
cumple la estricta normativa que garantiza la minimizacién del riesgo en la salud de los
consumidores. De esta manera se pueden obtener distintitos productos como los mostrados a

continuacion.

1.5.3.2. Harinas

Las harinas son materiales granulados secos que pueden provenir de huesos, cartilagos, restos
de carne o de huesos y cabezas de pescado. Son unos de los principales productos procesados
a partir de los residuos animales y se consideran como un subproducto, obteniéndose de todos
los tipos de mataderos y pescaderias. La amplia normativa que la cobija, su clasificacion en
funcién de su fuente o método de recoleccidn, si ha sido sometida a tratamiento o no, afectan
directamente sus caracteristicas y posibles usos. La harina procedente de sangre bovina lleva
inmersos procesos como anticoagulacién, centrifugaciéon y posterior congelacion para la
separacion de en sus constituyentes esenciales (74).

El proceso de produccién de harina de pescado incluye la aplicacidon de calor para coagular las
proteinasy separar el agua, posteriormente un prensado para separar el sélido del liquido, luego
el secado de la materia sélida y conversién en un material granulado. De la parte liquida que

sale del prensado se puede obtener otro subproducto como lo es el aceite (75).

1.5.3.3. Aceite

Los aceites considerados como subproducto y con mas potencial industrial son principalmente
los aceites de pescado, estos contienen distintos tipos de acidos grasos susceptibles también de

aprovechamiento, desde los acidos grasos saturados (AGS), acidos grasos monoinsaturados

(AGMI) hasta los acidos grasos poliinsaturados (AGPI) (76). Estos ultimos, los AGPI son de gran
interés industrial debido a sus comprobadas propiedades benéficas para la salud demostrada

por numerosos estudios cientificos (77-79).
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Los aceites se extraen principalmente de las cabezas, visceras y restos de musculo de pescado
puesto que tienen mas compuestos de interés farmacéutico y funcional (75,76). El aceite de
pescado comuUnmente se obtiene en el proceso de elaboracién de harina siendo la fase liquida

obtenida del prensado, posteriormente sometida a purificacion y refinado (75).
1.5.3.4. Acidos grasos omega-3.

Los acidos grasos omega-3 son acidos grasos esenciales que se encuentran en alta proporcion
en los tejidos de ciertos pescados y en algunas fuentes vegetales. Los principales acidos grasos
omega-3 son el acido a-linolénico (ALA), el acido eicosapentaenoico (EPA) y el acido
docosahexaenoico (DHA), estos dos Ultimos se obtienen principalmente de fuentes marinas (75).
Los principales efectos sobre la salud otorgados a los acidos grasos omega-3 aislados y/o
combinados como ésteres etilicos se han descrito en las enfermedades cardiovasculares (ECV)
(77,80,81). También se han descrito efectos beneficiosos por sus importantes propiedades
antiinflamatorias y la proteccién de las células hepaticas contra la toxicidad inducida por los
acidos biliares (82) y en enfermedades como la diabetes (83), las enfermedades del sistema
inmunitario(84) y el cancer (85,86). Asimismo, se han encontrado interacciones positivas incluso
en enfermedades como el trastorno del espectro autista (TEA) (87) y el Alzheimer (88) lo que los

hace muy atractivos para ciertos usos industriales.
1.5.3.5. Proteinas

Las proteinas son moléculas formadas por aminodcidos que estan unidos por un tipo de enlaces
conocidos como enlaces peptidicos, hacen parte de los macronutrientes y son fundamentales
en la vida. El colageno es una proteina fibrosa, el componente principal de las capas
intercelulares o tejidos conjuntivos fibrosos que constituye entre el 30 y el 60 % del contenido
de proteina total de los mamiferos y mas del 30 % del contenido total de materia orgdnica. Para
la obtencion del colageno primero éste se debe solubilizar (por accién de acidos o por
tratamiento enzimatico), posteriormente aislar (por precipitacidon) y purificar (mediante
disolucién y posterior separacion por dialisis) (75). La gelatina, que es una forma parcialmente
hidrolizada del colageno (89,90), se puede obtener al romper los enlaces de la triple hélice del
colageno, una vez separadas las cadenas se procede a hidrdlisis controlada purificacién y secado
del producto (75). A partir de los residuos marinos como la piel se pueden extraer proteinas
como colageno y gelatina (89,90). La elastina también es una proteina del tejido conjuntivo que
aporta resistencia y dureza, por lo cual sus fuentes son similares a las del colageno. A partir de

los demas residuos Sandach procedentes de mataderos de bovinos, y ovino, también podemos
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obtener proteinas como el colageno y la elastina y se obtienen principalmente de la piel y

tendones de los animales (74).

Hidrolizados proteicos son péptidos de diferentes tamafios originados por la hidrdlisis de las
proteinas también llamados proteina hidrolizada que hacen parte de la PAT. La hidrolisis de las
proteinas se puede llevar a cabo por medios quimicos o enzimaticos (75). La proteina hidrolizada
del pescado se compone de entre 16 y 18 aminoacidos segln el tipo de especie de pez y las
variaciones estacionales en las que sea pescado. Su composicién de aminoacidos es bien
equilibrada ya que consta de ocho aminoacidos esenciales y ocho no esenciales (89). Los
péptidos bioactivos son una pequefa secuencia de aminoacidos encriptada en una proteina
(91). Estos se pueden producir a partir de la proteina extraida de peces mediante métodos

guimicos o enzimaticos, y cuentan con un gran potencial en la industria farmacéutica.
1.5.3.6. Otros compuestos funcionales

Diversos compuestos que pueden ser denominados como funcionales o nutracéuticos pueden
ser extraidos de los residuos de pescado, lo cual ha sido expuesto en diversas publicaciones
cientificas. A parte de los compuestos mencionados también se pueden encontrar minerales, y

enzimas almacenados en los residuos de pescado (89).

El chitosan es polisacarido que se puede extraer de los residuos pesqueros y que tiene diversos
usos. También conocida como quitosano es un polisacdrido natural, biodegradable vy
biocompatible, que se obtiene de la quitina, abundante en los caparazones de ciertos crustaceos
(gamba, cangrejo y camardn) (75,92). A la quitina se le atribuye actividad antimicrobiana,
inmunogénica, antitumoral, anticoagulante y cicatrizante, pero su escasa solubilidad la hace
dificil de usar, por este motivo se transforma en quitosano. Producir quitosano requiere diversos
procesos como desproteinizacion, descalcificacidon, despigmentacion y desacetilacion de quitina

(75).

Los carotenoides son compuestos que actlan como pigmentos pero que a la vez son
considerados potentes antioxidantes. De los residuos de crustdceos se ha logrado extraer
carotenoides como la astaxantina (93). Su uso esta ampliamente distribuido entre las industrias

alimentarias, los aditivos para piensos y los cosméticos humanos (93).

Enzimas: Las enzimas disponibles en el pescado son: pepsina, tripsina, quimotripsina y
colagenasa. Estas enzimas se extraen comercialmente de las visceras del pescado a gran escala.

Estos biocatalizadores poseen mejores propiedades cataliticas que los catalizadores
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heterogéneos, buena eficiencia a bajas temperaturas, menor sensibilidad a las concentraciones

de sustrato y mayor estabilidad (89).

Escualeno: hidrocarburo natural, es considerado un compuesto bioactivo ya que es
intermediario en la biosintesis del colesterol, fortalece el sistema inmunitario, previene
padecimientos cardiacos y posee propiedades antioxidantes. Se extrae del aceite de higado de

tiburdn por destilacién al vacio (75).

Condroitin sulfato es un glucosaminoglucano sulfatado, una sustancia natural existente en
tejidos de vertebrados e invertebrados, que se une a proteinas (75). Se puede obtener de los
cartilagos como las traqueas de los bovinos, porcinos, aviares, en el caso del marino se extrae

del tiburdn (74,75).

Acido hialurénico es un polisacérido que presenta funcién estructural se puede extraer del
humor vitreo vy liquido sinovial de ganado vacuno, crestas de gallos, aletas de tiburén y del
humor vitreo de distintas especies de pescado, como tiburdn, atin o gallineta, a partir del
cartilago presente en las trdqueas de bovinos (74,75). Entre sus propiedades destacan su
capacidad para retener agua, para desarrollar coldgeno o como antiinflamatorio y lubricante de

las articulaciones.

La Insulina es una hormona que secreta el pancreas. Este polipéptido de 51 aminoacidos forma
dos cadenas unidas por diferentes puentes disulfuro e intervine en el aprovechamiento
metabdlico de los hidratos de carbono, las grasas y las proteinas. Los defectos en la secrecion
de esta hormona causan la diabetes, esta enfermedad la padecen mas de 2 millones de personas
en el mundo y su tratamiento es la administracion de insulina (94). Desde los afios 80 se sintetiza
insulina humana a partir del pancreas porcino(solamente se diferencian en un aminodcido) y

bovino, aunque este proceso, se combina con la fabricacidn de insulina sintética (74).
1.5.4. Usos industriales de subproductos agroalimentarios y perspectivas
1.5.4.1. Biomasa lignocelulésica (BML).

Los usos de la BML se investigan a diario y se basan en aprovechar estructuras poliméricas de
origen bioldgico, renovables y menos contaminantes, en lugar de los tradicionales y ya
posicionados polimeros y materiales derivados del combustible fésil (95). Se ha demostrado que
se pueden preparar distintos tipos de materiales tales como polimeros funcionales,
adsorbentes, portadores, energéticos, de uso médico, agentes floculantes basados en

biopolimeros y hasta polimeros inteligentes (96). El proceso de extraccidn y el origen de la BML
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son las principales variables que condicionan la morfologia ultraestructural y las caracteristicas

funcionales de los derivados que se puedan obtener (58).

Actualmente los estudios sobre la celulosa y sus derivados buscan usos cada vez mas novedosos,
desde la produccién de combustibles, quimica fina y hasta materiales de ingenieria (fibras,
tubos, aerogeles, electrdnica, envases, impresion 3D, etc.) (46). Algunas de las aplicaciones mas
comunes de la celulosa y sus derivados se resumen en la Figura 1.5. Ni la gestién de los residuos
se escapa a los usos de la celulosa, puesto que se usa en distintas tecnologias para la eliminacién
de contaminantes de las aguas residuales, como la adsorcidn, la filtracion por membrana, la

coagulacién, el intercambio idnico, la electrdlisis y los métodos fotocataliticos (95).

Mensajeros  de  antigeno®,
Produccidn de etanol efuerzo mecénico, ingenieria
de tejidos

Absorcidn de agua,

absorbente de metales L.
pesados, sustituto de Medio ambiente » Ce|U|Osa Laminas de pulpa,
' fabricacion de papel

plasticos

Excipientes, agente de refuerzo mecanico Adsorcidn de colorantes, compuestos con mejores caracteristicas
en andamios 3D, material antibacteriano, de resistencia, adsorbente de metales pesados, embalaje de
regeneracién osea, administracion peliculas, modificador de la viscosidad, embalaje de peliculas,
prolongada y controlada de farmacos peliculas/revestimientos de barrera, productos alimentarios

Figura 1.5. Principales usos industriales y posibles usos de la celulosa (58,95,97).

Derivados como la CM y la NC son usados como agente de refuerzo polimérico y/o aglutinante,
principalmente en la industria cosmética y alimentaria. También han sido usados en la industria
farmacéutica, tanto en la estabilizaciédn de suspensiones como en el suministro de farmacos,
entre otras aplicaciones médicas (61,95). Los derivados de celulosa poseen gran
biocompatibilidad y biodegradabilidad, lo que les permite ser usados como un envolvente
alimentario alternativo a los polimeros sintéticos. Ademas, su uso en aplicaciones biomédicas es
prometedor. Sus usos incluyen estructuras soporte (andamios) para la ingenieria de tejidos y

excipientes farmacéuticos para la administracién de farmacos. (58,60,95,97).

Respecto a la lignina, el abanico de usos también es bastante amplio por su versatilidad y las

posibilidades que ofrece su fraccionamiento. Sus aplicaciones van desde la agricultura
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(compostaje entre otros), la industria alimentaria, bioplasticos, biocombustibles, biomateriales,
lubricantes hasta el campo de las particulas (nanocompuestos y nanoparticulas) (46,98,99). En

la Figura 1.6 se observan algunas de las areas, aplicaciones y usos de la lignina.

Bioaceite de pirdlisis y licuefaccién, Gas de
sintesis a partir de la gasificacidn, Gasdleo
verde mediante el proceso Fischer-Tropsch,
Energia térmica procedente de la combustion

Compuestos fendlicos,
Dispersantes, Floculantes,
Pinturas, Adhesivos

Agente de control del polvo, Agente de encolado,
Estabilizacion del suelo, ’ . . Embalaj laminacién, Alt
Pesticida, Herbicida, Agente de Medio ambiente ngnlna r::;isat:ri:iaya I:”::Z:si'z:r :
retencidn de agua, Adsorcién de

metales pesados

Biocomposites,

Bioplasticos, Fibras de carbono, Carbdn
activado, Adsorbente, Aglutinante de
tableros, Espumas, Densificacién de
pellets de biomasa, Componentes de
baterias, Almacenamiento de energia

Antioxidantes, Agentes
antimicrobianos,
Cosméticos,
Biocompuestos

Figura 1.6. Principales usos industriales y posible usos de la lignina (46,50).

Se puede decir que la fraccién de lignina obtenida de la BML se utiliza principalmente para la
produccién de compuestos aromaticos (44) los cuales son usados en distintas aplicaciones (Fig.
1.6). También se han reportado efectos benéficos para la salud por parte de algunos de los
componentes de la lignina, actualmente se estudian propiedades anticancerigenas,

antiinflamatorias, prebidticas, antioxidantes, antibidticas y antimicrobianas (46).
1.5.4.2. De origen animal

Los usos de los residuos de origen animal tradicionalmente fueron el compostaje, pero las
aplicaciones de los Sandach han ido evolucionando. Hoy en dia se puede usar la biomasa animal
(por ejemplo la proveniente del estiércol) para producir biocombustibles y hasta obtencion de
metano o hidrégeno a través del tratamiento de los residuos orgdnicos (100). También son

usados para la fabricacién de piensos y biomateriales.
=  Piensos:

Uno de los principales mercados para los residuos de origen animal. Se pueden producir a partir
de harinas de carne, huesos o sangre, principalmente por su alto contenido en PAT. El uso de

harinas con PAT en los piensos para animales estaba prohibido para piensos de aves (y otros
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usos especificos), pero el afio anterior (2021) la comunidad europea ha optado por permitir de
nuevo su uso, siempre y cuando no se use para la produccion de piensos la misma especie que
los consume (101). Esto sin lugar a dudas incentivara de nuevo la produccién de este tipo de
producto. Ademas de su uso en los piensos, la harina de sangre puede ser usada para las
industrias alimentaria y farmacéutica mediante la obtencidn de moléculas biolégicamente

activas (MBA) (74).
= Biomateriales:

Productos naturales de valor industrial como el colageno, elastina usados en farmacéutica y
cosmetologia también pueden ser sintetizados a partir de estos residuos Sandach (37,74,75).
Entre los residuos de origen animal los desechos del marisco son los recursos mdas abundantes
de biomateriales (37,75). Los residuos como las cascaras, cabezas, pieles, colas, aletas, huesos,
exoesqueletos, espinas y visceras son fuentes potenciales para recuperar sustancias naturales

como coldgeno, gelatina, quitina y quitosano entre otras (37,75).

Proteinas a partir de pescado (Sandach): en el caso del coldgeno y la gelatina sus principales
usos son en la industria alimentaria, farmacéutica y biomédica (75,89). Pese a que también se
puede extraer este tipo de proteinas de los bovinos, las que provienen del pescado tienen
mejores caracteristicas debido a su configuracidon de aminoacidos (89). El colageno se usa como
nutraceudtico para prevenir las patologias osteoarticulares y en productos cosméticos para el
tratamiento de arrugas producidas por una pérdida de elasticidad debida al envejecimiento. Las
gelatinas pueden ser usadas en la industria alimentaria como estabilizante y emulsionante,
como excipiente de encapsulacion en la industria farmacéutica y de complementos alimentarios,
asi como en la fabricacidn de peliculas fotograficas, peliculas graficas y peliculas de rayos X y
como material de soporte junto al que se implantan las células madre (75). Elastina se usa para

la industria cosmética asi como para tratamientos quirurgicos reparadores (74).

Otros usos de las PAT provenientes de Sandach han sido reportados por diversos autores. Segun
Ramkumar y colaboradores (102) proteinas hidrolizadas de pescado pueden ser sustrato barato
para la produccién de enzimas como proteasas, enzimas de importancia econédmica por su
amplia aplicacién en la industria del cuero y de los detergentes. Mekonen y colaboradores, asi
como Adhikari y colaboradores (72,73,103) han documentado el uso de proteinas hidrolizadas

para la fabricacién de sustancias adhesivas para conglomerados de madera y madera.

La proteina del pescado es una fuente de aminoacidos equilibrada, lo que permite que los
subproductos desarrollados a partir de esta (harina de pescado, salsa de pescado, fertilizante,

alimento para animales, ensilado, etc.) tengan unas excelentes propiedades (89). Los
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aminodcidos obtenidos por hidrélisis de las proteinas de pescados se utilizan como aditivos
alimentarios, en aplicaciones farmacéuticas, produccion de piensos y complementos
alimenticios. Ademads, aminoacidos como la arginina, la glicina, glutamato e histidina se utilizan

en productos farmacéuticos proteicos como excipiente (89).

Aceite y sus acidos grasos: el aceite de pescado dependiendo de la fuente y método de
extraccién puede utilizarse en la industria alimentaria, farmacéutica, en la agricultura y
principalmente en la acuicultura como aditivo para piensos (77,104). También se ha utilizado
como portador de pesticidas, en pinturas y en la fabricacién de cuero (76,77). Ademas, los
ésteres de acidos grasos de alcoholes simples se utilizan en una gran variedad de aplicaciones,
tales como la produccion de biodiésel o aditivos de biodiésel, lubricantes, refrigerantes para la
metalurgia, fluidos de perforacidn e impresion, tintas y disolventes en resinas alquidicas
(77,105). Los AGPI como los omega-3 y sus ésteres etilicos se usan como ingredientes
nutracéuticos en productos alimentarios funcionales y en productos farmacéuticos, entre otros

(77,78,106).

El escualeno se usa en medicina como adyuvante en vacunas contra la gripe y paludismo.
También es explotado en la industria farmacéutica y cosmética, como ingrediente en cremas,
lociones y esmaltes, ademds de usarse como humectante y emoliente. En la industria
alimentaria se puede usar como agente antioxidante, como refuerzo del sistema inmunitario y

para reducir los niveles de colesterol (75).

Los usos del quitosano son variados, estos van desde el recubrimiento de semillas, sistemas
liberadores de fertilizantes, agentes bactericidas y fungicidas en la agricultura, hasta usos en el
sector médico, como por ejemplo su aplicacidn en gasas, vendajes y cremas bactericidas para el
tratamiento de quemaduras. Se usa también como coagulante primario para el tratamiento de
aguas residuales, floculante para la remocién de particulas coloidales sélidas y aceites de
pescado y en el tratamiento de captura de metales pesados en soluciones acuosas. En la
industria cosmética sus usos van desde la fabricacion de cdpsulas “quita grasas”, agentes
hidratantes para la piel, hasta aditivos bactericidas en jabones y en la pasta dental. En
alimentacién se puede usar como aditivo alimentario y componente en cubiertas comestibles.
En biosensores se puede aplicar como soporte para la inmovilizacion de enzimas sensibles a un

sustrato especifico (75,92).

El acido hialurdnico se usa como lubrificante, amortiguador y regenerador de tejidos, ademas
de utilizarse para cirugia intraocular, procesos artrésicos, artriticos y para la recuperacién de

tejido quemado (74). En cosmética en tratamientos para la hidratacién de la epidermis, en
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cirugia estética como material de relleno e implantes y en medicina para el tratamiento de
artritis reumatoide (75). El Condroitin sulfato es un compuesto utilizado en bioingenieria médica
para la regeneracién de tejidos para la investigacion (74), ademas de ser calificado como
antinflamatorio no esteroideo y usarse en tratamientos para la artrosis en humanos y patologias

articulares de animales (75).

Algunos otros compuestos del aceite de pescado también se han utilizado como portadores de
pesticidas, en pinturas y en la fabricacién de cuero (76). Ademds, los ésteres de acidos grasos de
alcoholes simples se utilizan en una gran variedad de aplicaciones, como aditivos para el
biodiésel, lubricantes, refrigerantes para la metalurgia, fluidos de perforacion e impresion,

tintas, disolventes en resinas alquidicas, entre otros (105).

1.6. SOLVENTES
1.6.1. Solventes orgdnicos.

Un solvente es en general una sustancia que se utiliza para diluir otra sustancia (soluto).
Molecularmente el solvente actua rodeando las moléculas del soluto a este proceso se
denomina solvatacion (107,108). Es asi como los solventes se pueden utilizar para disolver,
extraer o suspender otras sustancias y para formar disoluciones. Los solventes generalmente

son liquidos, pero también pueden existir en forma gaseosa o sélida. El mas comun es el agua

I “« Ill

denominada el “solvente universal” dado que disuelve mas sustancias que ningun otro (109). El
fraccionamiento de BML se puede realizar por diferentes métodos quimicos (con solventes o
hidrdlisis acida), fisicos (auto hidrdlisis, explosion de vapor, entre otros), bioldgicos (enzimas) o
mezclas de estos (110,111). Los solventes ademas de participar en el fraccionamiento de BML
también se usan en procesos de industrias farmacéuticas, quimicas, agroindustriales y
agroalimentarias, de manera que se utilizan y eliminan millones de toneladas cada afio, lo que

incrementa el impacto medioambiental (53,112).

Los solventes organicos comunes se clasifican generalmente en hidrocarburos (alifaticos,
aromaticos, ciclicos o halogenados), aminas, cetonas, ésteres, éteres, aldehidos, alcoholes, etc.
(107) que en general provienen de la industria petroquimica (recurso no renovable). En la Tabla

1.1 se nombran algunos de los solventes usados mas comunes y sus abreviaturas.
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Tabla 1.1 Solventes mas usados y su clase quimica (113).

Clase quimica Solvente
Agua y acidos Agua Acido acético (AcOh) Acido trifluoroacético (TFA)
Alcoholes 1-Heptanol Etilenglicol 1-Octanol
1-Butanol 1-Propanol Etanol
2-Propanol 2-Butanol Eter industrial metilado (IMS)
Metanol
Esteres Glicerol diacetato Isobutil acetato Isoamil acetato
Isopropil acetato Etil acetato
Carbonatos Carbonato de propileno Dietil carbonato Dimetil carbonato
Ketonas Ciclo pentona Metil isobuti Iketona Metiletil ketona
Acetona
Aromaticos Anisole p-Xileno p-Cimeno

Tolueno Trifluoruro de tolueno Piridina
Benceno

Hidrocarbonos Isooctano Heptano Ciclohexano
Hexano Eteres de petroleo

Eteres Dimetil isorbida Ciclopentilmetileter (CPME)

2-Metiltetrahidrofurano (2-MeTHF) Metilterbutileter (TBME)
Diisopropileter Tetrahidrofurano (THF)
1,4-Dioxano Dietiléter
1,2-Dimetoxietano (DME)

Apraéticos dipolares  Dimetil sulfoxido (DMSO) Acetonitrilo (MeCN)
N-metil-2-pirrolidona (NMP) Dimetilacetamida (DMACc)
N,N-dimetilformamida (DMF)

Clorados Diclorometano (DCM) 1,2-Dicloroetano (DCE)
Cloroformo (CCls) Tetracloruro de carbono (CCly)

Pese a haber sido usados durante muchos afios, disolventes conocidos como compuestos
organicos volatiles (COV’s) hoy en dia son considerados unos de los grandes contaminantes
medioambientales y responsables del calentamiento global, principalmente porque afectan la
capa de ozono (114,115). Algunas de sus caracteristicas como alta presion de vapor, alta
volatilidad, inflamabilidad, toxicidad, entre otras, hacen que se consideren contaminantes para
el medio ambiente y nocivos para la salud humana (53,112,114,115). El uso y eleccion del
disolvente es esencial para muchos procesos ya que representa gran parte del volumen
empleado en los procesos de extraccion y/o sintesis (112,116). Es aqui donde entra la quimica
verde que busca reducir el uso y la produccién de sustancias peligrosas en los procesos
industriales, ademds de disminuir el consumo de energia encaminandose al uso de fuentes
renovables y procesos sostenibles (11,63,99,116). Las empresas farmacéuticas como
“GlaxoSmithKline” GSK (112,113), AstraZeneca, Pfizer, Sanofi y grupos especializados como la
Mesa Redonda Farmacéutica del Instituto de Quimica Verde de la ACS y la Iniciativa de
Medicamentos Innovadores (IMI)-CHEM21 (117), han generado varias clasificaciones de los
solventes segun sus potenciales riesgos; estas son el principio basico de las guias de seleccion
de disolventes publicadas (116). La empresa farmacéutica GSK publicé su primera guia en 1998

y su objetivo era para mejorar la seleccidn de solventes para la sintesis quimica (112,113). Esta
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guia ha ido actualizdndose en el tiempo, incluyendo solventes y riesgos y en ella se evalian
cuantitativamente los solventes segun varios aspectos como: peligros para la salud, seguridad
del medioambiente, eliminacién de residuos, potencial de exposicion, inflamabilidad y
explosiéon, reactividad y estabilidad, impacto en el aire y agua, incineracién, reciclaje,
tratamiento biolégico y COV’s, donde 1 es el valor de menor riesgo y 9 el mas alto o el de mayor
riesgo (108,112,113). Basicamente estos mismos criterios son usados por las demas guias. Segun
estas guias muchos de los solventes organicos comunmente usados son potencialmente
peligrosos (Figura 1.7), su uso esta siendo restringido cada vez mas por la normativa Europea y

se busca su remplazo por solventes menos nocivos (116).
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Figura 1.7. Vista de una sola pagina de la Guia de Sostenibilidad de los Disolventes de GSK, que
incluye los disolventes mas utilizados y las alternativas recomendadas, ordenados por clase

quimica, Descrito por Alder et al (113).
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La necesidad de buscar otro tipo de solventes con los que se puedan llevar a cabo los procesos
industriales con menor impacto ambiental y para la salud humana, ha introducido un nuevo

concepto de solventes “solventes amigables con el medioambiente” o también llamados

solventes verdes, popularmente conocidos como “green solvents” del inglés (116,117). Este tipo
de solventes se estan integrando lentamente en los procesos industriales. Esto se debe a que
proporcionan ventajas sobre los disolventes organicos o acuosos, normalmente mejorando la
separacion de productos sumado a las ventajas en su manejo e impacto. Entre los ejemplos de
solventes amigables con el medioambiente se encuentran los liquidos idnicos (en adelante IL’s
del inglés lonic Liquids, los solventes eutécticos (en adelante DES’s del inglés Deep eutectic
solvents), los polimeros liquidos, el didxido de carbono supercritico (en adelante scCO, del inglés

Supercritical CO,), los disolventes expandidos por gas (en adelante GXL del inglés Gas-Expanded

Liquid) y los disolventes conmutables (116).

Los IL’s pueden definirse como sales formadas por cationes organicos y aniones organicos o
inorgdnicos con puntos de fusidon generalmente inferiores a sus constituyentes y usualmente
menores a los 100 °C. Estos compuestos poseen una alta estabilidad térmica, reciclabilidad, baja
presidn de vapor, viscosidad ajustable, miscibilidad, solubilidad y capacidad de extraccién para
muchos compuestos organicos e inorganicos (118,119). Pese a que durante mucho tiempo todos
los IL’s se consideraron solventes verdes, estudios han demostrado que algunos IL’s pueden ser
volatiles, inflamables, inestables e incluso tdxicos, posiblemente por algunas de las grandes
combinaciones de cationes y aniones, que pueden llegar a tener este comportamiento adverso

(120,121).

Los polimeros liquidos (como el polietilenglicol y el polipropilenglicol) usados como solventes
presentan algunas ventajas como su baja volatilidad, y biodegradabilidad, sin embargo pese a
que son usados en diversas aplicaciones industriales y a que normativa para su uso como

solvente es poca, aun no se han utilizado comercialmente para este fin (116).

El uso de solventes supercriticos como el scCO, es uno de los métodos de extraccion de
compuestos mas innovadores, suele usarse principalmente en la extraccion de compuestos de
manera no toxica (122). Se ha usado en la extraccidon de compuestos como carotenoides, acidos
grasos omega-3, cafeina, aroma de lupulo, entre otros (40,104,122,123). Sus aplicaciones son
principalmente en la industria de alimentos, farmacéutica y cosmética y requiere una alta
inversién y mantenimiento (116). La definicién de una sustancia en un punto supercritico (PSC)
es cuando estd sometida a condiciones de presidn y temperatura superiores a su punto critico,

llamadas temperatura critica (Tc) y presidn critica (pc) en donde no se puede licuar ni vaporizar,
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de manera que las sustancias no se comportan ni como liquido ni como gas. En un fluido
supercritico la solubilidad de un soluto es una funcién compleja entre la temperaturay la presién
(122). El CO; es un excelente disolvente supercritico porque su PSC es facil de conseguir (Tc =31
°C, pc = 72,8 atm), su costo es bajo (en comparacién con otros) y debido a que presenta buena

selectividad y capacidad de extraccidn (116,122,123).

Los GXL se forman disolviendo un gas comprimible (como el CO;) en un solvente organico.
Aumentando o disminuyendo la presién para disolver mas o menos el CO; en el solvente, la
solubilidad de los solutos puede cambiar y se pueden realizar separaciones multicomponentes
(62,124). Ademas de esto, otras de las posible ventajas de esto método es la reduccion de la
cantidad de solvente organico hasta en un 50 % y el manejar condiciones de funcionamiento
mas suaves en comparacion con otros procesos industriales y basados en el fluidos supercriticos

(116).

Los solventes conmutables son definidos como aquellos que cambian bruscamente sus
propiedades fisicas de forma reversible, en respuesta a un estimulo externo (cambio de
temperatura, luz y/o la adicidn o eliminacidn de un gas) (125). De nuevo el CO, es protagonista
pues es uno de los materiales conmutables mds usados. Pese a que aun no se utiliza mucho este
proceso dentro de sus ventajas estan su uso seguro, el bajo coste, la escasa o nula generacion

de residuos y un mecanismo facilmente reversible (116).

Los DES’s actualmente representan una de las mejores alternativas como solventes verdes, y
han sido uno de los principales solventes empleados en este trabajo, por lo tanto, se amplia la

informacion a continuacion.
1.6.2. Solventes Eutécticos (DES’s)
1.6.2.1. Evolucion de los DES’s

En el marco de la quimica verde y posterior a la publicacidn de los 12 principios de la quimica
verde en 1998, los cientificos se han enfocado en la busqueda de solventes alternativos y mas
amigables con el medioambiente (116). En 2001 Abbot y colaboradores (126) en la busqueda de
nuevos IL’s realizé pruebas con distintos compuestos, entre estos algunos basados en diferentes
sales de amonio cuaternario y sales metalicas. De las pruebas realizadas la mezcla de cloruro de
colina (ChCl) con el cloruro de zinc en una proporcién molar de 1:2 presento el punto de
congelacion mas bajo (23 - 25 °C) (127). Sus investigaciones continuaron y fue asi como el
termino DES’s fue acuiado por primera vez en 2003 por Abbott y colaboradores (128) para

describir mezclas de ChCl con urea que tenian puntos de fusién mucho mas bajos que los de sus
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compuestos puros (129). Posterior a esto, la urea se comenzd a sustituir por acidos carboxilicos
(oxdlico, malico y succinico) o alcoholes, lo que dio lugar a DES’s con propiedades similares a las
de los IL’s, destacando el potencial de los DES’s para la extraccién de compuestos bioactivos
(128,130-133). Por estos dias se maneja otro termino para referirse a un tipo especifico de DES.
El termino NADES (del inglés Natural Deep Eutectic Solvent) fue utilizado por primera vez por
Choi y colaboradores (134) para definir las mezclas eutécticas de dos o mas compuestos
naturales (119). Basicamente los NADES se componen de los llamados “metabolitos primarios”
como los acidos organicos, los aminoacidos, los azlcares, los polioles y los derivados de la colina
(127). A menudo se buscan términos diferentes para referencia a los componentes especificos
de los DES, como es el caso de los basados en aminoacidos llamados AADES (del inglés Amino
Acid DES) o como los DES’s terapéuticos o también llamados THEDES (del inglés therapeutic DES)
(131,135).

Actualmente las publicaciones sobre DES’s van en aumento, puesto que estos solventes han
despertado interés para aplicaciones en una amplia gama de dreas, como la energia, metalurgia,
separacionesy extracciones, electroquimica, biotecnologia, farmacéutica, biomédica, sintesis de
materiales, nanomateriales y biomoléculas, gendmica, catdlisis quimica y biocatalisis, entre

otras (121,130,131,133,136).
1.6.2.2. Fundamentos de los DES’s

Un DES es la mezcla eutéctica de dos o mds compuestos generalmente sélidos, de un coste
asequible, seguros y capaces de asociarse entre si mediante puentes de hidrdogeno. Estas
mezclas eutécticas suelen ser liquidas a temperatura ambiente y ademas se caracterizan por un
punto de congelacién notoriamente menor que el de sus componentes (130). Estos sistemas
formados a partir de una mezcla eutéctica de acidos y bases de Lewis o Brgnsted, pueden
contener una variedad de especies anidnicas y/o catidnicas, de ahi su capacidad de formar

puentes de hidrégeno (128).

La mezcla eutéctica esta compuesta por un aceptor de enlaces de hidrégeno (en adelante HBA
del inglés Hydrogen Bond Aceptor) y un donante de enlace de hidrégeno (en adelante HBD del
inglés Hydrogen Bond Donnor). Entre las moléculas HBA y HBD existen fuertes interacciones no
enlazantes, como dipolos, enlaces de hidrégeno, interacciones alquilo-alquilo, enlaces o puentes
de halégeno y fuerzas de Van der Waals, que conducen a un descenso marcado del punto de
fusidn e inhiben el proceso de cristalizacion (128,135,137). En 2014 Smith y colaboradores (128):

describieron los DES mediante una formula general mostrada en la siguiente ecuacion:
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Ecuacion 1.1:
CattX~zY~

donde “Cat*” es el catidn organico (tipicamente sales de amonio, fosfonio o sulfonio), “X™es el
contraidn de la base de Lewis (generalmente aniones haluro como el Cl') o también llamado
HBA, “Y” se refiere a un acido de Lewis o Brgnsted también llamado HBD, que participa en la

“uyn
z

formacién del complejo anidnico con X" (como la urea), y se refiere al nUmero de moléculas

de HBD (128,133).

En funcidon de sus componentes los DES se pueden clasificar en 5 tipos, el dltimo incluido
recientemente. El tipo | (sal cuaternaria y haluro o cloruro metalico), tipo Il (sal cuaternaria y
haluro metalico hidratado), tipo Il (sal cuaternaria y HBA), tipo IV (haluro metalico y HBD) y tipo
V (HBA’s y HBD’s no idnicos y moleculares) (121,128,133,138,139). En la Tabla 1.2, se muestran

las ecuaciones de los tipos de DES.

Tabla 1.2. Clasificacion de los DES y sus formulas (128,133).

Tipo Formula general* Donde:
| Cat*tX~ zMCl, M = Zn, Sn, Fe, Al, Ga, In
]l Cat*X~ zMCl, yH,0 M = Cr, Co, Cu, Ni, Fe
1 Cat™ + X zRZ Z = CONH,, COOH, OH

IV | MCl, + RZ = MClL,_; + RZ + MCl,,; M=Al,ZnyZ=CONH,, OH, COOH OH
Compuesto sélo por sustancias
v No idnico
moleculares

*Cat*, X, Y han sido definidas en la ecuacion 1.

Esta clasificacidon se puede decir que esta en constante actualizacién debido a la necesidad de

incluir los tipos emergentes y no convencionales de DES que van siendo sintetizados (135).

Los DES’s tipo | y Il se consideran hidrofilicos, lo que tiene algunas desventajas como la
interaccion y solubilidad significativa del DES en el agua (140). Dado que el agua modifica las
propiedades estructurales de los DES, al aumentar la solubilidad en el agua las interacciones
entre sus componentes se debilitan (140-142). Este es uno de los motivos por los cuales los
cientificos centran cada vez mas su atencion en DES’s hidrofébicos, como lo son los tipos lll y IV,
ya que son estables en medio acuoso (140,143). En los DES’s tipo Ill, el HBA suele ser una sal de
haluro idnica (127,133,140), la mas usada es el ChCl por su bajo coste, biodisponibilidad y
toxicidad y alta biodegradabilidad (133).
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Los HBA pueden dividirse en dos categorias basadas en compuestos idnicos (sales de amonio
cuaternario/fésforo o tetraalquilo) y en compuestos no idnicos (por ejemplo, monoterpenos)
(140). Entre los mas comunes como se muestra en la Figura 1.8, se encuentran las sales de
amonio y de fosfonio. También hay moléculas terpenoides como el alcanfor y algunos

aminoadcidos o sus derivados como la betaina, glicina e histidina (Figura 1.8 y Tabla 1.3).

_[HBA] , (HBD}-

N~~~ I Y
\[/ ]n\/ \/[\]n/ OH Alcoholesn

Sales de fosfonio
/’\]n/\ /\[ /]n\ - Mentol HO\ /\/\OH

\I/\/ LW

\]/ O Glicoles
Sales de amonio s s )J\OH @
| C l = n O H

. l/\l +\/\OH Acidos orgdnicos Fendlis
Chdl o OH
Lkt m
B o HO OH
o - : H
Alcanfor 0 Betaina Timol Acidos criticos

Figura 1.8. Estructuras tipicas de aceptores y donantes de enlaces de hidréogeno (HBA y HBD)
utilizados para la preparacidn de DES. Copyright © 2019 Patrycja Makos, Edyta Stupek and Jacek
Gebicki. Published by Elsevier B.V.(140).

Dentro de los HBD mds populares se incluyen fenoles, acidos carboxilicos, alcoholes y glicoles.
Sin embargo, algunos de ellos pueden ser tanto donantes como aceptores de enlaces de
hidrégeno (140). Algunos de los nombres de los compuestos HBA y HBD descritos en la

bibliografia se muestran en la Tabla 1.3.

Tabla 1.3. HBA y HBD referidos en bibliografia (84,120,127,128,130,131,133,136,144).

HBA’s HBD’s
Acetato de colina 1,1-dimetilurea Acido oxalico
Acido de nicotinico 1,3-dimetilurea Acido p-cumarico
Alanina 1,4 Butanodiol Acido suberico
Betaina 1-2-Propanodiol Acido succinico
Bromuro de metiltrifenilfosfonio 1-metilurea Acido tartarico
Bromuro de tetrabutilamonio 1-Naftol Acido tricarbalilico
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Bromuro de tetrabutilfosfonio Acetamida Benzamida

Cloruro de (fenilmetil) trifenilfosfonio Acido adipico Dietilenglicol
Cloruro de acetilcolina (AChCI) Acido benzoico D-Isosorbida
Cloruro de bencildimetil (2-hidroxietil) - Acido cafeico D-sorbitol
amonio

Cloruro de Clorocolina (CIChCI) Acido cindmico Etilenglicol
Cloruro de colina (ChCl) Acido citrico Etilurea

Cloruro de etil (2-hidroxietil) dimetilamonio | Acido decanoico Fenol

Cloruro de etilamonio Acido dodecanoico | Fructosa

Cloruro de tetrabutilamonio Acido estearico Glicerol

Cloruro de tetraetilamonio Acido fenilacético | Glucosa

Cloruro de tetrametilamonio Acido gélico Imidazol

Cloruro de trimetilamonio Acido glicélico Mentol

D-L mentol Acido hexanoico N-metilacetamida
Fluoruro de colina Acido itacdnico Propilurea

Glicina Acido lactico Succionanitrilo
Histidina Acido levunilico Timol

Lidocaina Acido linoleico Trifluoroacetamida
Nitrato de colina Acido malico Triurea

Prolina Acido maldnico Urea

Timol Acido oleico Xilitol

Debido a la variedad y la posibilidad de combinaciones HBA’s y HBD’s, la posibilidad de distintos
DES’s es extremadamente alta y pese al volumen de publicaciones aun no han sido totalmente

reportadas ni sintetizadas (131).

Una de las caracteristicas de los DES’s es tener el punto de fusidn mas bajo que el de sus
compuestos originales. Esto es debido a su estructura quimica, ya que contiene iones grandes y
no simétricos con una energia de red baja lo que se traduce en bajos puntos de fusidn. La sintesis
de un DES que usualmente se da por la complejacién de la sal de amonio cuaternario (HBA) con
la sal metalica (HBD), genera la deslocalizacién de la carga que se produce a través del enlace de
hidrégeno. Por ejemplo entre un ion haluro (HBA) y la fraccién HBD, esto se traduce en la
disminucién de los puntos de fusidon del DES en comparacién con sus componentes individuales

(128).

Los DES’s poseen mayores ventajas con respecto a los solventes tradicionales, dadas por sus
propiedades fisicoquimicas que se pueden resumir en: bajo punto de fusidn, baja volatilidad y
toxicidad, alta estabilidad térmica y quimica, capacidad de disolver diferentes tipos de
compuestos (organicos, inorgdnicos y poliméricos), viscosidad variable, bajo poder de corrosion,

accion catalitica, solubilidad en agua, presidén de vapor minima, baja inflamabilidad, capacidad
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de reciclamiento, facilidad de sintesis, biodegradabilidad y bajo coste (de acuerdo a su

procedencia) en comparacidn con los solventes organicos tradicionales (118,127,128,130).
1.6.2.3. Propiedades fisico-quimicas de los DES’s

Las propiedades fisicoquimicas de los DES’s como el comportamiento de fase, densidad,
viscosidad, conductividad, tensién superficial, capacidad de absorcién de agua y polaridad

(127,128) muy importantes a la hora de determinar los posibles usos.
e Comportamiento de fase

Para definir un DES es de gran ayuda conocer los diagramas de equilibrio sélido-liquido (ESL) de
los compuestos. Los DES’s se forman a partir de la mezcla de los compuestos que lo conforman
en la relacién molar correcta (entre HBD y HBA), de la que se obtiene una mezcla liquida
eutéctica a temperatura ambiente. El punto eutéctico es la temperatura minima a la cual se
puede fundir una mezcla (generalmente dos sélidos), los cuales poseen una composicién molar
establecida. De esta manera en una mezcla eutéctica los compuestos se hacen mutuamente
compatibles y se reduce drasticamente el punto de fusién de la mezcla (hasta en 150 °C) y su
punto de congelacién en comparacién con sus componentes puros individuales o el esperado
para una fase liquida ideal (128,130,137,145,146). La alta desviaciéon de la idealidad, debido a la
formacién de redes de enlaces de hidrégeno fuertes y muy complejas entre sus componentes
individuales (principalmente los formados entre HBA y el HBD) son lo mas importante en la
formacién de los DES’s (144,145). La fuerza de estos enlaces de hidrégeno afecta directamente
a la temperatura de transicion de fase del solvente, su estabilidad y sus propiedades
fisicoquimicas y termodindmicas (144,145). En la Figura 1.9 se muestran un esquema del

diagrama ESL, el punto eutéctico y la depresidn del punto de congelacidn para un DES.

Liquido

_‘
3
2
.

Tm (B)

Setl

Temperatura

Satl
AT,

Punto Eutéctico

°T Eutéctica ideal

Temperatura

°T Eutéctica

Sélido AT,
A+B l

i

°T Eutéctica

8a. 0 Composicion Eutéctica 1 8b. X1 Xz

Ratio Molar 0 Ratio Molar 1

Figura 1.9. a. Diagrama general de fase sélido-liquido de una mezcla binaria de compuestos Ay

B, Tm(A) y Tm(B) representan las temperaturas de fusién respectivamente. El punto eutéctico

representa la composiciény la temperatura minima de fusién. b. Diagrama de fase sélido-liquido
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que representa una mezcla eutéctica ideal simple (linea roja) y una mezcla eutéctica profunda
(linea verde). AT representa la depresion del punto de congelacidn considerada (127). Adaptada

de El Achkar y colaboradores 2021 Copyright © 2021, Springer Nature Switzerland.

En el diagrama de la Figura 1.9.a. la intercalacién de A en B (o viceversa) frustra las tendencias
naturales de cristalizaciéon del otro componente, y las mezclas resultantes experimentan una
depresion observable en el punto de fusién. Representar eutéctico como la temperatura minima
de fusidon donde se encuentran las curvas de ambos compuestos componentes (Temperatura
eutéctica ideal) corresponde a la definicién tradicional de los DES’s manifestada por muchos
autores (128,137,147-149). No todos los autores estan de acuerdo con esta definicion
(127,129,150-152), por lo cual se han desarrollado otra que se explica en la Figura 1.9.b. La
definicion de Martins y colaboradores (150) mafiniestan que las mezclas eutécticas profundas
siguen esta misma tendencia general (Figura 1.9.a.), pero presentan depresiones
inesperadamente profundas como se muestra en la Figura 1.9.b. (136,150). La depresion de
temperatura se define como la diferencia (AT>) entre el punto ideal (°T Eutéctica ideal) y punto
eutéctico profundo (°T Eutéctica) (139,150). Ademas, la depresién de temperatura debe ser tal
que la mezcla sea liquida para un determinado rango de composicidn (entre x1y x2) (129,150).
En este punto aun hay diferencias entre algunos autores que consideran que se debe utilizar AT,
(temperatura eutéctica ideal) para definir un DES, lo que se veria reflejado en la Figura 1.9.a.
Pero para Martins y colaboradores (150) si se utiliza AT; como definicién de un DES, abarcaria
cualquier mezcla de compuestos con excepcion de los que presentan soluciones sélidas
completas o forman compuestos intermedios estables con puntos de fusién comparables a los
de los precursores puros. La ventaja de una definicién basada en AT, es que es mas restrictiva,
otorga el cualificativo de "profundo"” y es mas sélida desde el punto de vista tedrico, ya que
permite establecer relaciones directas con él. Los equilibrios de las fases se forman dependiendo

de sus componentes y se comportan diferente segun los tipos de DES’s (128).
e Densidad

La densidad (d), propiedad que expresa la relacién existente entre la masa (m) de una sustancia
y su volumen (v), es una de las propiedades mas importantes de los DES’s. Responde a la
ecuaciéon d=m/v y usualmente se mide en magnitudes como g/cm?® o Kg/m3. El valor de esta
propiedad depende del tipo de sal, la eleccion del donante de enlace de hidrégeno (HBD) y la
relacion molar entre HBA y HBD. El aumento del nimero de grupos funcionales -OH en el HBD
da lugar a la formacién de mas enlaces de hidrégeno, lo que disminuye el volumen libre

disponible (tamafio de los huecos en el liquido), que se evidencia con el aumento de la viscosidad
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y por ende la densidad. (127,128,136,138). La densidad de los DES’s también estd influenciada
por la temperatura, de manera que disminuye linealmente con el aumento de esta, esto ha sido
demostrado experimentalmente por diversos estudios (136). La densidad es una de las

propiedades que influye de manera directa en el uso de los DES’s como solvente.

e Viscosidad

Esta importante propiedad de los liquidos describe la resistencia del liquido al flujo y
deformacién y estd relacionada con la friccién interna en el liquido. Hay dos tipos de viscosidad:
la dindmica y la cinematica. La viscosidad dindmica (u) o viscosidad absoluta es la relacidn entre
el gradiente de velocidad y el esfuerzo cortante. La viscosidad cinemdtica esta relacionada con
la densidad del fluido y hace referencia a la oposicion del fluido a dejarse cortar por la fuerza de
la gravedad, lo que se obtiene con el cociente entre la viscosidad dindmica (i) y la densidad (d).
Esta propiedad es dependiente de la temperatura (a mayor temperatura, menor viscosidad) y
en el Sistema Internacional se mide en pascales-segundo (Pa s) pero la unidad mas utilizada es

centipoises (cP) (donde 1 cPs =1 mPa s).

La viscosidad es una de las propiedades que suele generar problemas para los solventes, puesto
que las altas viscosidades tienen efectos perjudiciales en la transferencia de masa, las
velocidades de reaccion y la manipulacién de los procesos (116). Si bien algunos DES’s presentan
viscosidades mas bajas que los compuestos que los componen (como el glicerol), es un tema
gue aun esta en estudio. Se ha demostrado que el uso de cosolventes como el agua, o el cambio
de las proporciones molares de los componentes podrian ser las formas mas faciles de superar
el problema ya que funcionan muy bien para reducir las altas viscosidades (116,135). La
viscosidad estd muy relacionada con la temperatura, puesto que las fuerzas de cohesién
intermoleculares que contribuyen a la viscosidad del liquido son reguladas por la temperatura,
a medida que la temperatura aumenta la viscosidad disminuye (146). La viscosidad de un DES se
ve afectada ademds, por la naturaleza de sus componentes, su proporcién molar y el contenido
de agua (127,137,138,146). Las viscosidades reportadas por los DES’s pueden ser muy bajas
(como 19 cP) o muy altas (85.000 cP) a temperatura ambiente, pero las mas deseables para el

su uso como solvente son las mas bajas (130).
e Conductividad (o)

Esta propiedad fisica expresa la capacidad de un cuerpo de conducir calor o electricidad. Esta

determinada por la presencia de iones (cationes o aniones), su concentracién, movilidad,
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valencia y de la temperatura de la medicidn. En el laboratorio es medida como la resistencia en
ohmios o megaohmios. La conductividad es el inverso de la resistencia especifica, y se expresa
en micromho por centimetro (umho/cm), equivalentes a Siemens por centimetro (S/cm) o a
microsiemens por centimetro (uS/cm) o milisiemens por centimetro (mS/cm) en el Sistema

Internacional de Unidades.

En los DES’s ademas de la relacion entre la viscosidad y la temperatura, se ha demostrado que
la conductividad eléctrica de los DES’s también depende de la temperatura (128). A medida que
aumenta la energia cinética, la conductividad de los DES’s puede aumentar significativamente y
la viscosidad disminuye (127,130,146). La mayoria de los DES’s tienden a tener conductividades
idnicas pobres (< 2 mS cm™ a temperatura ambiente) (127,130). Ademas de la temperatura, la
relacién molar aceptor de enlace de hidrégeno/donante de enlace de hidrégeno, la naturaleza
tanto de la sal organica como del donante de enlace de hidrégeno, asi como el anién de la saly

la adicidn de agua influyen en la conductividad (127,128,130,138,146).
e Tensidn superficial

La tensidn superficial es una propiedad de los liquidos que surge por las fuerzas que actuan
cohesionando las moléculas de los liquidos. Los liquidos con alta tension superficial no se ven
atraidos por otros materiales con los que estdn en contacto y suelen tener alta viscosidad. Hasta
ahora hay pocos estudios relacionados con esta propiedad, pero es muy importante ya que
depende en gran medida de la intensidad de las fuerzas intermoleculares que tienen lugar entre
el donante de enlaces de hidrégeno vy la sal correspondiente. Las redes extensas de enlaces de
hidrégeno son reflejadas en tensiones superficiales mayores en los DES’s. Ademas, la tension
superficial estd influenciada por la fraccion molar de la sal y el tipo de catidn, ya que un grupo
hidroxilo adicional o una cadena alquilica mas larga en la sal de amonio cuaternario conduce a

mayores tensiones superficiales (127).
o Efecto del Agua

El efecto del agua en los DES’s es muy importante ya que no solo permite mejorar sus
caracteristicas, sino que también puede perjudicar la integridad del solvente (127,151). Los
DES’s estan formados por iones y moléculas coordinados y con enlaces de hidréogeno, lo que los
hace fuertemente miscibles en agua e higroscépicos (141). El agua influye en muchas de las
propiedades fisicoquimicas como el punto de fusién, densidad, viscosidad, conductividad,
tension superficial y polaridad (116,127,135,141). Dada la presencia del agua en casi todos los
sistemas y la higroscopia de los DES'’s, la absorcion de agua por parte de estos es inevitable

(127,143,153) y puede llegar a cambiar sus caracteristicas.
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e Polaridad

La polaridad refleja la capacidad de solvatacién o solubilizacién, cuanto mayores son las
atracciones intermoleculares, mayor es la polaridad (127,146). La espectroscopia de
fluorescencia UV-vis es una herramienta importante para medir y comprender la polaridad del
microambiente, la estructura, las interacciones y la solvatacién dentro de los DES’s (136). La
polaridad de un DES puede evaluarse mediante su escala de polaridad, en la que se mide la ET
gue es la energia de transicidn electrdnica de un colorante de sondeo en un DES. Utilizando el
colorante organico, se mide el desplazamiento hipocromico (azul) o baticromico (rojo) de las
bandas UV-vis (127,130,146). Las escalas no son universales, hay distintos colorantes y escalas
como las de Dimroth y Reichardt y la escala multiparamétrica de Kamlet y Taf (127,146). La
naturaleza idnica y la polaridad relativamente alta de los DES’s hacen que muchas especies

idnicas, como las sales metdlicas, muestren una alta solubilidad (128).
1.6.3. Aplicaciones de los DES’s

Las aplicaciones de los DES’s como solventes son diversas ya que poseen muchas caracteristicas
y propiedades que les dan ventaja frente a los demas solventes. Ademas, también son
guimicamente sintonizables, lo que significa que pueden disefiarse para aplicaciones especificas

dada la amplia variedad de compuestos que pueden formarlos (127).
1.6.3.1. Extraccion de compuestos

La capacidad de los DES’s de extraer la gran variedad de compuestos (como fosfolipidos,
proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos, los mas reportados), depende en gran medida de las
propiedades fisico-quimicas, especialmente de la polaridad, la cual se puede ajustar en funcién
de la naturaleza del compuesto a extraer (127). A partir de BML de distintos sustratos (residuos
de paja, maiz, trigo, madera, papel, palma de aceite, etc. ) se pueden extraer celulosa,
hemicelulosa, lignina, xilano y demds compuestos de interés industrial (121,152,154,155).
También se ha reportado la extraccidn de hidrocarburos policiclicos aromaticos y distintos
compuestos fendlicos que se usan en la produccidn de fibras, plasticos, medicamentos,
preservantes, pesticidas, explosivos, etc. (146,155). Compuestos biofuncionales también pueden
ser extraidos a partir de subproductos de origen animal, entre ellos proteinas, flavonoides,

polifenoles, AGPI, entre otros (119,152).
1.6.3.2. Aplicaciones biomédicas

Algunos DES’s pueden formar sistemas eutécticos con compuestos medicinales (farmacos), por

lo que pueden ser una alternativa a algunos de los excipientes mas utilizados (146). Pese a ser
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una aplicacion que apenas estd emergiendo, los DES’s representan una alternativa mas segura y
biocompatible a los solventes organicos para la solubilizacidon de ingredientes farmacéuticos
(poco solubles en agua). Se han reportado prometedores resultados en la solubilizaciéon de
diferentes clases de farmacos (como antiinflamatorios no esteroideos, antifingicos, anestésicos

y analgésicos) utilizando principalmente mezclas eutécticas basadas en ChCl (133).
1.6.3.3. Almacenamiento de energia

La vida moderna y el uso de las nuevas tecnologias han incrementado la demanda de estrategias
y materiales que mejoren las tecnologias de almacenamiento y conversion de energia. Algunos
DES’s poseen la estabilidad electroquimica y caracteristicas favorables para ser un posible
remplazo a los electrolitos utilizados en las baterias de iones de litio (136). Las baterias de flujo
redox y las células solares sensibilizadas por colorantes son otras formas de almacenamiento de

energia emergentes para las que los DES’s también estdn siendo investigados (136).
1.6.3.4. Aplicaciones metalurgicas

Algunos DES’s han demostrado tener ventajas para este tipo de aplicaciones por la alta
solubilidad de las sales metalicas y los metales (128,136), la ausencia de agua y la alta
conductividad en comparacién con los disolventes no acuosos y su costo en comparacién con los
Ils (128). Las principales aplicaciones son la galvanoplastia o deposiciéon de metales
(incorporacion de iones metaélicos en solucién), extraccidn, reciclaje y/o procesamiento de
metales en solucién (disolucidn, refinado de minerales) (128,136). Los procesos que se llevan a
cabo con los DES’s incorporan los métodos de recuperacién, purificacion, fundicion, aleacion y
revestimiento para producir materiales utiles a partir de fuentes tanto crudas como recicladas
(136). La doble funcién de las mezclas eutécticas, como solvente y cocatalizador, junto con su
facil reciclabilidad, observada en las transformaciones mediadas por metales de transicion y
acidos, podria permitir mejorar muchos procesos industriales en términos de eficiencia y

sostenibilidad (133).
1.6.3.5. Purificacidn y fabricacion de biodiésel

La sintesis enzimatica de biodiesel a partir de aceites usando como solventes DES’s a partir de
ChCl ha sido ampliamente investigada (128). Debido a su alta polaridad, algunos DES’s han sido
usados para la eliminacion del glicerol del biodiesel crudo, estos procesos de purificacion se

llevan a cabo usando también la ayuda de enzimas (130,136).
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1.6.3.6. Biotransformaciones

Una biotransformacion es una modificacién quimica realizada por un organismo (o enzima) sobre
un compuesto quimico y es vital para nuestra supervivencia, puesto que permite al cuerpo
transformar los nutrientes absorbidos (alimentos, oxigeno, etc.) en sustancias que necesitamos
para funcionar(128). Este tipo de procesos se suele llevar a cabo en solventes acuosos u
organicos, pero los DES’s son una excelente alternativa. Los solventes organicos disuelven las
enzimas, pero los DES’s no, estos se pueden utilizar como cosolvente con agua para ayudar a los
sustratos no polares (organicos) a disolverse en una solucién acuosa, como segunda fase en una
mezcla de agua y DES, o como sustituto no volatil del solvente no acuoso (128). La catalisis en
presencia de DES’s como pretratamiento o como solvente, ha demostrado que puede tener
porcentajes mayores de rendimiento o mejorar la calidad del producto en algunos casos

practicos estudiados (152).
1.6.3.7. Nanoparticulas

Se han realizado investigaciones sobre la heterogeneidad y la microestructura de los DES’s, para
comprender la estructura y el comportamiento de los materiales a escalas de longitud relevantes
y poder utilizar estos solventes en la nanotecnologia (136) Los DES’s son ventajosos para la
preparacion de nanomateriales, por su alta viscosidad y a su elevada fuerza idnica, pueden
utilizarse como solventes ecoldgicos para el crecimiento de nanoparticulas funcionales con
morfologias y estructuras especiales (129). La sintesis de nanoparticulas de forma controlada son
claves en aplicaciones como los electrocatalizadores, los sensores electroquimicos, las baterias

de aire y las pilas de combustibles (128).

Los DES'’s se han usado como solvente para la sintesis controlada de nanoparticulas metalicas,
esta es una de las novedades en las aplicaciones en la ciencia de los electrocatalizadores (129).
También se han utilizado como dispersantes en la formacién de nanoparticulas y otros
nanocompuestos, aunque aun el desarrollo es poco (136). También pueden participar en las
reacciones quimicas y actuar como reactivos para preparar materiales de almacenamiento de
energia de alto rendimiento (como el carbono dopado con heterodtomos y los compuestos

basados en metales de transiciéon) (129).
1.6.3.8. Otras aplicaciones

El uso de los DES’s continua en aumento y tienen muchas otras aplicaciones, como en la
adsorcion de gases (CO3), en transformaciones de azlcares no protegidos, celulosa y almidén,

uso como aditivos funcionales, monémeros, entre otras (116,128,131). Otra aplicacion esta en la
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sintesis ionotérmica, donde los DES’s se han usado como plantillas organicas para preparar
nuevos materiales inorganicos como zeolitas, fosfatos de metales de transicion u éxidos (128).
Sin lugar a dudas el listado de usos de los DES’s se irda ampliando a medida que se van sintetizando

y descubriendo nuevos DES'’s a partir de compuestos no reportados.
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2. OBIJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Dar un valor agregado a los residuos agroalimentarios (biomasa lignocelulésica y Sandach)
desarrollando procedimientos de extraccion y/o sintesis, con la que se obtengan compuestos

con potencial uso industrial enmarcados dentro de la economia circular.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Aplicar y desarrollar técnicas de extraccién de aceite de higado de rape (AHR) con solventes
tradicionales y solventes verdes y determinar el perfil lipidico de los aceites obtenidos.

= Utilizar tecnologias informaticas de simulacién y prediccién para el estudio de solventes
verdes en la extraccion de AHR.

= Aplicar procesos biocataliticos al AHR con diferentes variables (biocatalizador, tiempo,
etapas del proceso) y analizar los ésteres etilicos por su perfil lipidico.

= Utilizar derivados del de glicerol para la sintesis y caracterizacion de NUEVOS compuestos
como el Cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol y el Cloruro de 1,3 (bis)trimetilamonio-
2-propanol.

= Sintetizar, caracterizar y escalar NUEVOS solventes eutécticos (DES'’s) a partir de los nuevos
compuestos sintetizados.

= Escalar los nuevos DES’s sintetizados y determinar algunas de sus propiedades fisico
quimicas.

= Realizar un estudio tedrico para investigar las capacidades de algunos de los DES’s
sintetizados para el fraccionamiento de biomasa lignoceluldsica (BML), usando
herramientas informaticas avanzadas de simulacién y prediccién como el programa COSMO-
RS.

= Evaluary contrastar los resultados tedricos obtenidos para algunos de los DES’s sintetizados

con ensayos experimentales donde se realice fraccionamiento de BML.
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3. APROVECHAMIENTO DEL HIGADO DE RAPE

3.1. ANTECEDENTES

Los subproductos animales son la materia prima para obtener muchos compuestos con
potencial interés industrial (75). Los subproductos de pescado tienen mayor importancia como
fuente de hidrolizados proteicos, colageno, gelatina, quitosano, condroitin sulfato, harinas,
aceites, acidos grasos polinsaturados (AGPI), acido hialurdnico y escualeno, entre otros (69,75).
Estos compuestos son usados en la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria (75). Por su
parte, el perfil de acidos grasos (AG) del pescado marino (ya sea azul o blanco), contiene un alto
porcentaje de AGPI, principalmente los conocidos como omega-3. Esto es debido a que los
omega-3 son sintetizados por las microalgasy llegan a los peces a través de la cadena alimentaria
(78). Numerosos estudios cientificos han demostrado los beneficios para la salud de los acidos
grasos poliinsaturados (AGPI), en particular de los omega-3 (79,80,83—88). Los principales acidos
grasos omega-3 son el acido a-linolénico (ALA), el 4cido eicosapentaenoico (EPA) y el acido
docosahexaenoico (DHA). Sus efectos benéficos se han demostrado principalmente sobre las
enfermedades cardiovasculares (ECV) (79,80), pero también se han descrito efectos
beneficiosos en diversas enfermedades como la diabetes (83), las enfermedades del sistema
inmunitario (84) y el cancer (85,86). Asimismo, se ha encontrado una interaccién positiva incluso
en enfermedades como el TEA (87) y enfermedades neuronales como el Alzheimer (88). De aqui
deriva la importancia de incluir los acidos grasos omega-3 como ingredientes nutracéuticos en
los productos alimentarios funcionales y en la farmacia (106). Segln los datos de Apromar sobre
la acuicultura y la pesca en Espafia 2019 (156), la UE consumid 13 millones de toneladas de
productos acudticos en 2018. Dependiendo del tipo de producto marino se genera un volumen
de subproductos que pueden llegar hasta el 60% del volumen total del producto pescado,
muchos de los cuales son desechados. La busqueda de fuentes econdmicas y sostenibles de AGPI
en el marco de la economia circular, muestra que es posible uso de estos subproductos marinos
(visceras, cabezas, etc.). Uno de los subproductos de la industria pesquera es el higado de rape,
que pese a tener un importante valor culinario en algunos restaurantes como plato gourmet, en
la gran mayoria de los casos suele considerarse un subproducto no util y se desecha con el resto
de las visceras (157—-159). El rape, un pescado blanco, contiene un 30 % de aceite, cuyo perfil de
acidos grasos muestra la presencia de DHA, EPA, acido gadoleico y oleico (77,160).Por este
motivo se ha estudiado este subproducto para ver su potencial como fuente de AGPI,
determinando un proceso de extracciéon limpio dentro del marco de la economia circular. Para

la extraccién, usualmente se usan solventes organicos (COV’s) que son inflamables, volatiles y
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téxicos (161). El método Folch (FM) es uno de los mas comunes y utiliza una mezcla de
cloroformo y metanol (2:1p/p) para extraer la muestra. Realizar procesos de extraccién con
solventes mds respetuosos con el medio ambiente (o también llamados solventes verdes), que
son menos contaminantes que los solventes tradicionales, es una prioridad para la economia
circular (77,162,163). Para que un solvente sea verde debe cumplir 12 criterios. Entre los mas
destacables esta, el proceder de materias primas renovables, ser reciclable mediante
tratamientos ecoeficientes, presentar propiedades similares a las de los disolventes comunes,
tener un punto de ebullicién alto y una presién de vapor baja y una biodegradabilidad mejorada
en condiciones ambientales normales, etc. Algunos solventes de base biolégica, pueden
considerarse solventes verdes, como es el caso del 2-metiltetrahidrofurano (2-MeTHF),
ciclopentil metil éter (CPME), dimetil carbonato (DMC) y limoneno (LMN), que pueden dimitir
producirse a partir de biomasa (162). Estudiar el comportamiento de estos solventes en
procesos de extraccidn es necesario si buscamos hacer procesos productivos eficientes, donde
se maximicen los recursos y minimicen los residuos (164,165). Las nuevas tecnologias
informaticas como los softwares predictivos, permiten el ahorro de tiempo y recursos de
investigacion. El programa COSMO-RS puede utilizarse como ayuda para predecir las

interacciones de los solventes con los solutos a extraer (132,162,166).

3.2. MATERIALES
3.2.1. Reactivos

Cloroformo (CCls) (99 %), 2-metiltetrahidrofurano (2-MeTHF), cloroformo-d (CDCls) (99,9 % D),
sulfato de sodio anhidro (Na,S0O,), acido oleico (90 %), hidrégeno fosfato de potasio (K;HPO,) vy
sulfato de magnesio (MgS0,) se adquirieron en Sigma-Aldrich (Espafia). El ciclopentil metil éter
(CPME) (99 %) se adquirio de Zeon Corporation (Japdn). El carbonato de dimetilo (DMC) (99 %),
hexano (grado HPLC) y limoneno (LMN) (96 %) se compraron a Acros Organics (EE.UU.). El etanol
absoluto se compro a Scharlau (Espafia). El metanol se comprd a Fisher Scientific (Espafia). Los
medios de cultivo agar patata dextrosa (PDA) y extracto de levadura (EY) fueron proporcionados
por Scharlau Microbiologia (Espafia). La lipasa B de Candida antarctica (Novozym 435) fue una
muestra obsequiada por Novozymes A/S (Dinamarca). Las cepas de hongos usados en la
biocatalisis estan en la Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo (CECT) de Espafia, bajo los cédigos:
Rhizopus oryzae (CECT20476) y Aspergillus flavus (CECT20475.2.1). El higado de rape fue donado
por Congelados y Especialidades Barrufet SL (Espafia) y el aceite de girasol se compré en el

mercado. Los patrones para los analisis de GC-MS y CG-FID, de ésteres metilicos de acidos grasos

62



(FAMES de sus siglas en inglés Fatty Acid Metil Esters), el éster etilico del acido oleico (EE-AQ)
(98 %) y éster etilico del acido docosahexaenoico (EE-DHA) (98 %) se adquirieron de Sigma-
Aldrich (EE. UU.). Para la cromatografia en capa fina (CCF) se usaron placas de 0,20 mm de silica
gel 60 de Millipore Corporation (Alemania) y de silica gel 60/UV2s4 Alugram® de Macherey-Nagel

(Alemania).

3.2.2. Equipos

El higado de rape se trituré con un Minipimer Taurus Bapi 600 (Espafia). Las pruebas de actividad
enzimatica se llevaron a cabo en un “thermomixer confort” de Epppendorf AG (Alemania). Para
la extraccion del aceite de higado de rape (AHR) se ensayaron dos procedimientos, uno
empleando un agitador-mezclador rotatorio Roller Labnet Il de Labnet (EE.UU.) y otro usando
un disrruptor celular Ultra Turrax® de IKA® (Espaia). Para las pruebas de biocatalisis se usé una
incubadora Labnet 211DS (Espafia). Para el proceso de secado con N», se usé un mddulo de
temperatura PIERCE (EE.UU.) y la unidad de evaporaciéon Thermo Scientific Reacti-Vap™ de
Fisher (EE.UU.). La caracterizacion de las muestras obtenidas se realizé mediante Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) en un equipo MERCURY plus de 400 MHz (EE.UU.). La determinacion
del perfil lipidico de las muestras se realizd en un cromatdgrafo de gases Agilent (Espafia) con
detector de ionizacién de llama (FID) y columna cromatografica capilar de silice fundida de 30 m
x 0,25 mm recubierto con una pelicula de 0,25 um de espesor de (50 %-cianopropil)-
metilpolisiloxano DB-23 de Agilent (Espafa). Se usaron las tecnologias informaticas y
computacionales, como el programa COSMO-RS para los estudios predictivos de solubilidad,
programas de dibujo (ChemDraw, ChemSketch, etc) para la elaboracion de las imagenes
moleculares y programas para el andlisis de los datos obtenidos por los diferentes equipos

(Spectra manager, Mestrenova, GC-FID, etc).

3.3. METODOS
3.3.1. Estudio Tedrico de solubilidad con programa COSMO-RS

Se realizo un estudio tedrico para encontrar el mejor solvente para la extraccion del AHR,
mediante el método computacional predictivo desarrollado por COSMO-RS del inglés
Conductor-like Screening Model for Real Solvents. Con este programa se consideraron las
propiedades técnicas de los solventes, determinando su posible capacidad de extraccion de
AHR. Luego se compararon los resultados tedéricos obtenidos con el COSMO-RS con los datos
obtenidos experimentalmente. La comparacién se realizé teniendo en cuenta la cantidad de

AHR extraido y los pardmetros técnicos de los disolventes utilizados.
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Procedimiento COSMO-RS

COSMO-RS fue desarrollado por Klamt y colaboradores (30) y es conocido como un potente
método de descripcién molecular y de seleccién de solventes basado en el resultado de cdlculos
quimicos y fisicos para comprender el mecanismo de disolucidon de un sistema. COSMO-RS
combina consideraciones de quimica cuantica (COSMO) y la estadistica termodinamica (RS) para

determinar y predecir las propiedades termodindmicas sin necesidad de datos experimentales.

En el primer paso, el dibujo de la molécula (compuesto a extraer) se introduce en un conductor
virtual. En ese entorno, la molécula induce una carga de polarizaciéon en su superficie (o-
superficie). A continuacion, se puede realizar el calculo para cada molécula de interés (molécula
del solvente a usar). El segundo paso utiliza el calculo termodindmico estadistico donde se
relacionan las variables de los compuestos. La termodinamica de las interacciones moleculares

Ill

que se basan en el “perfil obtenido” se utilizan para calcular el potencial quimico del segmento

superficial (o-potencial) en las otras moléculas (77,132,163,167).

Las estructuras quimicas de los disolventes y los solutos se transformaron mutuamente en sus
notaciones de sintaxis de entrada de lineas moleculares simplificadas (SMILES), que se utilizaron
posteriormente para calcular los pardmetros de solubilidad de los disolventes y los compuestos.

La solubilidad relativa se calcula a partir de la siguiente Ecuacion 3.1 (28,30).

ECUACION 3.1

logio(x;) = lOg1o[eXp((ﬂfum - ﬂ,s-owente — AGj fusisn)/RT)]

Donde:
y}z.’um: potencial quimico del compuesto puro j (J/mol); y}?"l”"”t"’: potencial quimico de j a
dilucién infinita (J/mol); AG; rysisn: €nergia libre de fusion de j (J/mol); x;: solubilidad de j (g/g

solvente); R: constante de los gases; T: temperatura (°K).

La solubilidad relativa se calcula siempre en dilucion infinita. El logaritmo de la mejor solubilidad
se fija en 0 y todos los demas disolventes se dan en relacién con el mejor disolvente. Un
disolvente con un valor log10 (x_j) de -1,00 produce una solubilidad que se reduce en un factor
10 en comparacion con el mejor disolvente. Ademads, el logaritmo se transformd en la

probabilidad de solubilidad y se expresé en porcentaje.
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Figura 3.1. Molécula de un triacilglicérido (TAG) usada para el estudio tedrico, compuesto por

R1(C16:0); R2 (C22:6); R3 (C16:0)) graficada en el software COSMO RS.

En la Figura 3.1 se muestra una de las moléculas utilizadas en el estudio, el color azul representa
las regiones polares fuertemente positivas y el color rojo muestra las superficies polares muy

negativas. Los colores verde y amarillo corresponden a polaridades mas bajas.

3.3.2. Extraccion de aceite de higado de rape (AHR)
3.3.2.1. Sistema mezclador-agitador rotatorio (Roller-Mixer, RM).

El AHR se extrajo con el método Folch (en adelante MF). Que consiste en extraccidn sélido-
liquido con reactivo Folch (en adelante RF), una mezcla de cloroformo-metanol 2:1 v/v. A parte
de este solvente de referencia se usaron cuatro solventes considerados solventes verdes (2-
MeTHF, DMC, CPME y LMN). Una cantidad de 20 g de higado de rape previamente
descongelado, triturado y homogenizado, se extrajo con 100 mL de cada solvente (proporcion
1:5 m/v). La mezcla se agit6 a 60 rpm durante 30 min en un RM. La muestra se filtrd a través de
papel filtro y el residuo sdlido se lavd dos veces con el correspondiente solvente. Se unieron los
disolventes de lavado y se les afiadié una solucidn de NaCl al 1 % v/v, se agit6 enérgicamente la
mezcla y se dejé reposar durante 2 h. Se recuperé la fase organica y se secd con sulfato sddico
anhidro, luego este se filtré y se lavé con cloroformo. Las soluciones finales (solvente mas aceite
extraido) se evaporaron al vacio en un evaporador rotatorio. El aceite obtenido se secé al vacio
durante 2 h como minimo, se peso (g) y finalmente se almaceno a -20 °C hasta su andlisis. Todos
los experimentos se realizaron por duplicado. El porcentaje de rendimiento de las reacciones se
determind con el peso del aceite extraido en gramos dividido entre el peso del higado sometido
al tratamiento por cien para llevarlo al porcentaje. Este porcentaje de AHR, fue comparado con

el contenido méaximo de AHR. El contenido maximo de AHR, se determiné con una prueba de
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extraccién con el RF hasta agotamiento (hasta que no se observé color en el solvente, mdas de 5
repeticiones del tratamiento para cada muestra), por triplicado. El porcentaje de aceite
obtenido, fue la referencia de la cantidad maxima de aceite contenida en el higado de rape (39

%). El montaje utilizado se muestra en la Figura 3.2.
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Figura 3.2. Procedimiento general para la extraccidn de aceite de higado de rape utilizando dos

sistemas: RM y Ultra-Turrax® (UT) (77).

Cada una de las muestras obtenidas de AHR fueron caracterizados y cuantificados mediante las
técnicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Cromatografia de gases con detector de

ionizacion de llama (GC-FID) respectivamente.

3.3.2.2. Extraccion en un sistema Ultra-Turrax®(UT).

En un tubo del sistema UT se afiadieron 2 g de higado de rape triturado, 2 g de bolas de cerdmica
y 10 mL del correspondiente solvente. Se usaron los mimos solventes que en la prueba con el
anterior método de agitacion. La mezcla se agitd mecdnicamente a 4000 rpm durante 15 min a
temperatura ambiente. A continuacidn, la mezcla se filtré y se centrifugd a 5000 rpm durante 5
min para separar el sobrenadante. La fase organica se recuperd y se secé con sulfato sddico
anhidro. La mezcla se filtré y el disolvente se evapord en un rotavapor. El aceite obtenido se
seco al vacio y se pesd. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su analisis. Los rendimientos

de reaccioén se calcularon igual que para el otro sistema de agitacion. Todos los experimentos se
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realizaron por duplicado y el montaje utilizado se muestra en la Figura 3.2. Todos los ensayos

realizados fueron caracterizados y cuantificados mediante las RMN y GC-FID respectivamente.

3.3.3. Preparacion de los biocatalizadores

El método de preparacién de los biocatalizadores (células en reposo o resting cells) y medicion
de la actividad enzimatica se realizd de acuerdo a los procedimientos reportados en la
bibliografia con algunas modificaciones (168,169). Las cepas de R. oryzae y A. flavus se cultivaron
en un medio liquido sintético que contenia 2 g de asparagina, 1 g de K;HPO,4, 0,5 g de MgSQ,, 5
mg de clorhidrato de tiamina, 1,45 mg de Fe (NO3)3-9H,0, 0,88 mg de ZnS0O4-7H,0 y 0,235 mg
de MnSO;-H,0 por litro de agua destilada. El pH inicial del medio se ajusté a pH 6,0. A
continuacién, alicuotas de 250 mL del medio se esterilizaron a 121 °C durante 15 min.
Posteriormente se afiadié asépticamente un 1 % (v/v) de aceite de girasol refinado. El medio se
inoculd con 2,5 mL de una suspension de esporas de R. oryzae y A. flavus (1-4 x 108 esporas/mL)
y luego se incubd a 28 °C durante 5 dias utilizando un agitador orbital a 200 rpm. El micelio se
cosechd del medio de cultivo utilizando un embudo Buchner y se lavé con agua destilada seguido
de acetona. A continuacion, se secé al vacio durante 18 h y se molié hasta obtener un polvo. Las
cepas de R. oryzae (CECT20476) y A. flavus (CECT20475.2.1) se encuentran en la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).

3.3.3.1. Pruebas de actividad enzimatica

Las resting cells de R. oryzae y A. flavus fueron usadas como catalizadores en la esterificacion
segln el esquema (Figura 3.3). Una mezcla en proporcion 1:1 p/p de acido oleico y etanol se
afiadié en un vial de reaccion (5 mL) que contenia 10 % de biocatalizador (p/p en funcién del
acido oleico). Se dejo reaccionar en el minimixer (Condiciones: 1 h., 40 °C, agitaciéon 1400 rpm).
Pasado el tiempo de la reaccidn se analizaron las muestras por RMN y se cuantifico el oleato de

etilo obtenido.

(@) @)
Biocatalizador |

I+ He iocatalizador | o
R/\OH \OH 40 °C R/\O/\/ 3
1h
1400 rpm

R: acido oleico

Figura 3.3 Reaccidén de esterificacion con acido oleico, para la medicién de la actividad

enzimatica de las resting cells de R. oryzae y A. flavus.
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Las unidades de actividad enzimatica (U) se determinaron a partir de la tasa de esterificacion
enzimatica de dacido oleico y etanol para obtener oleato de etilo en pmoles por minuto
(wmol/min).

Para los célculos matemaéticos se relacioné el valor de la integral de los espectros *H -RMN para
protones del dcido oleico y del oleato de etilo, determinando la fraccién de cada uno de estos.
Con estos datos, los pesos moleculares y la masa de micelio utilizada se determind la actividad

enzimatica (U) expresada como pumol/min (Ecuacion 3.2).

ECUACION 3.2:

0
mMi %EOE

——100 1000000
umol_ EOEumol _ MEOE (7 -7)

min~ 60 (min) 60 (min)

Donde:

m: masa en g; EOE: Oleato de etilo, Mi: micelio

3.3.4. Esterificacion por biocatalisis del aceite de higado de rape (AHR).
3.3.4.1. Esterificacion directa del AHR (Reaccidn en una sola etapa).

Una mezcla 1:3,2 de aceite de higado de rape (0,453 g; 0,5 mmol) y etanol (0,0736 g; 1,6 mmol)
se afnadid a un vial de reaccién (5 mL) provisto de un tapdn revestido de politetrafluoroetileno
(PTFE). El vial contenia 0,045 g de biocatalizador (10 % p/p basado en el peso del AHR). Los
biocatalizadores utilizados fueron una enzima comercial (Novozym 435) o resting cells fungicas
(R. oryzae y A. flavus) o dos mezclas de resting cells (1:1 y 7:3, R. oryzae-A. flavus),
respectivamente (Figura 3.4). La mezcla se agitd (220 rpm) continuamente a presién atmosférica
y a 28 °C. Se evalud el progreso de la reaccion durante 24, 48 y 74 h. Se recogieron las muestras,
se filtraron, se evaporo el disolvente y se pesaron. Una alicuota de 20 mg del crudo de reaccidn
se disolvié en CDCls y la solucidn resultante se analizd6 por RMN, donde se identificaron las
sefiales correspondientes a la presencia de EE. Los rendimientos de la reaccion de esterificacién,
se determinaron a través de calculos matematicos que relacionaron los valores de las areas
integradas en las RMN correspondientes a las distintas sefiales caracteristicas, para los acidos
grasos libres (AGL) y los ésteres. Luego este resultado se corrigié multiplicando por el porcentaje

de rendimiento en peso y asi obtener el porcentaje real de esterificacién. Los porcentajes de
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rendimiento en peso, se calcularon dividiendo el peso final obtenido del éster etilico del AHR

(EE AHR), entre la suma de los pesos iniciales (AHR+etanol). Los experimentos se realizaron por

triplicado.
0O
3
&
O O\
2 OH
)R 0 0 0
o + H3C—\ Biocatalizador || | ||
oH —___ = RV Bt + R et +RY DR+ OH
Tiempo h
O
1 < OH
R \
0]
TAG AHR ETANOL Et AHR GLICEROL
R: 4cidos grasos componetes del AHR (R?, R?, R®...etc) Et: Ester etilico del 4cido graso

Por ejemplo: RY: C18:1n9 ; R%: C20:5n3 ; R®: C16:0

Figura 3.4. Esquema de la sintesis de ésteres etilicos en la reaccién de transesterificaciéon en un

paso (77).

3.3.4.2. Hidrélisis y esterificacion del aceite de higado de rape (AHR) (Reaccion

en dos etapas).

Este método de esterificacién consistié en la aplicacion de dos etapas. El primer paso se
realizaron reacciones de hidrdlisis biocatalizadas utilizando la enzima comercial, las dos resting
cells fungicas y sus mezclas (1:1y 7:3, R. oryzae / A. flavus) y en el segundo paso la esterificacion
a mediante biocatalisis con los mismos biocatalizadores. La reaccion en 2 etapas se esquematiza

en la Figura 3.5.
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A. Hidrdlisis

0
/e
] o]
P i o
locatalizador
o) + HO —— R~ SOH +
24h HO OH
tamb.
v
R
N\
o)
TAG AHR AGUA AGL GLICEROL

B. Esterificacion

(0] O (0] (0]
/”\ Biocatalizador 1J\ J\ J\
R™ TOH + HC—  ——— Et + R2 + R* DEt + H0
Tiempo h R R Et R + H
AGLs ETANOL Et AHR AGUA
R: 4cidos grasos componetes del AHR (R, R?, R®...etc.) Et: Ester etilico del 4cido graso

Por ejemplo: R: C18:1n9 ; R%: C20:5n3 ; R*: C16:0

Figura 3.5. Esquema de la sintesis de ésteres etilicos en la reaccidon en dos pasos (A. hidrdlisis B.

reaccion de esterificacion) (77).

Para la hidrdlisis, se agité una mezcla de AHR (0,453 g; 0,5 mmol), biocatalizador (0,045 g; 10 %
p/p basado en el peso del AHR y agua (0,453 g; 25 mmol) a 28 °C durante 24 h. La muestra se
filtro, se centrifugd y se recuperd el sobrenadante. Obteniendo el material hidrolizado de higado
de rape (MHHR). Los ensayos con su respectivo MHHR se analizaron por RMN y GC-FID y se
determind cual de estos ensayos ofrecia los mejores resultados en cuanto a porcentaje de acidos
grasos libres (AGL). El procesado de las RMN consistié en determinar las sefiales que podian
indicar presencia de AGL, TAG, Di acilglicérido (DAG) o mono acilglicérido (MAG) y la relacion
entre las sefiales correspondientes a los EE. Con las sefiales correspondientes a los AGL y los
EEAHR, y una relacion matematica de estas se calculd el porcentaje de AGL del MHHR. El
biocatalizador que mostré el mayor rendimiento de 4acidos libres se utilizé para escalar la
hidrdlisis, todo ello con el objetivo de obtener un volumen de hidrolizado suficiente para realizar
los estudios de esterificacidn. El hidrolizado obtenido en el escalado se analizé mediante RMN y

GC-FID para determinar el grado de hidrdlisis y el perfil de acidos grasos.
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En el segundo paso, el aceite hidrolizado se utilizd para realizar las reacciones de esterificacion
utilizando los mismos biocatalizadores indicados anteriormente. Una mezcla de aceite de higado
de rape hidrolizado (0,300 g; 1 mmol), biocatalizador (0,03 g, 10 % p/p basado en el peso del
aceite de higado de rape hidrolizado) y etanol (0,147 g; 3,2 mmol) se agité (220 rpm) a 28 °C.
Las reacciones de esterificacién se llevaron a cabo durante 24, 48 o 72 h. Los productos de
reaccion se analizaron mediante RMN y GC-FID. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado. Los rendimientos de la esterificacidon en dos pasos se determinaron de manera similar

a los de la esterificacidn en un paso.

3.3.5. Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los analisis preliminares del AHR obtenido, MHHR y de los ésteres etilicos (EE) se llevaron a cabo
mediante RMN. 20 mg (para 'H) a 70 mg (para 3C) de muestra fueron diluidos en 0,5 mL CDCls.

Los espectros se registraron con un espectrometro de RMN MERCURY de 400 MHz.

3.3.6. Cromatografia en capa fina (CCF)

Las muestras diluidas de AHR y MHHR Y EE de AHR se analizaron mediante cromatografia de
capa fina. Como eluyente se usd la mezcla de hexano/acetato de etilo en distintas
concentraciones (8:2 - 7:3 - 6:4 v/v), ademas en todos los casos se utilizaron 0,2 mL de acido
acético. Como fase estacionaria se usaron placas de CCF de silica gel con soporte de aluminio.
Se aplicé 0,1 mL de muestra que se desarrollaron en el sistema de solventes antes mencionado.
Las placas se revelaron con H,SO4 al 5 % en metanol y calor, algunas fueron llevadas a la cdmara

oscura a 214 y 312 nm. Se usaron como patrones EE o acido graso (AG).

3.3.7. Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas CG-MS y

Cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama (GC-FID)

Los perfiles de acidos grasos del AHR y de los ésteres tras las reacciones de sintesis se analizaron
con un cromatégrafo de gases Agilent acoplado a un detector de ionizacion de llama (GC-FID)
con columna cromatografica DB-23. El programa de temperatura utilizado fue de 180 °C durante
1 min, seguido de un aumento de 20 °C min hasta alcanzar la temperatura final de 270 °C, que
se mantuvo durante 20 min. Se aplicd un “splitless” de 20 mL/min durante 15 s. Se utilizé

hidrégeno como gas portador a una presidon constante. El volumen de inyeccién fue de 1 L. El
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sistema de inyeccidon se mantuvo a 270 °Cy el FID a 280 °C. El procesado de los datos se realizé
con el programa Spectra Manager. Con ayuda de los patrones (estandares para identificacion de
acidos grasos y algunos ésteres etilicos), se identificaron todas las sefiales correspondientes
obtenidas por las muestras de higado de rape (aceite, material hidrolizado, material
esterificado). Las dreas de cada una de sefales fueron integradas y sumadas para tener un total
de area correspondiente a 100 %, posteriormente se determind el porcentaje al que equivaldria
cada una de las sefiales (porcentaje de cada acido graso). De esta manera se obtuvo el perfil

lipidico de las muestras.

3.4. RESULTADOS Y DISCUSION
3.4.1. Extraccion y caracterizacion del aceite de higado de rape (AHR)

La determinacién del contenido maximo de aceite en el higado de rape se realizd6 mediante la
extraccién de aceite hasta el agotamiento. Para ello se utilizd el sistema sdlido-liquido
empleando el solvente RF. A partir del higado de rape fresco (49,8 % de humedad) se extrajo
como maximo un 39,0 % p/p de aceite. El porcentaje de aceite en el higado de rape es mayor al
reportado para el higado de otras especies marinas, lo que confirma el potencial que tiene este
subproducto como materia prima para obtener productos de alto valor afadido. Este valor es
mas alto que el porcentaje reportado para el higado de atin con un 17,5 % de aceite (170) o de
los subproductos del salmén (cabeza, armazdn y visceras) con un contenido de aceite que va del
13,1 al 19,2 % (171). Ciriminna y colaboradores (172) informaron de un contenido de aceite del
1,5 % a partir de cabezas de anchoa. El AHR extraido se analiz6 mediante *H-RMN (Figura 3.6) y
GC-FID (Figura 3.7).

72



AHR H-RMN ‘ ‘
Fso

45
‘ 40
‘ 35

=
‘ 25

J 1T | IVPL :

DHA 03

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T : T
54 52 50 48 45 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06
f1 (ppm]

Figura 3.6. Espectro H-RMN del aceite de higado de rape extraido por el método Folch (FM) y

con agitacion RM con las sefiales DHA y m3 segun Néstor y colaboradores (77,173).

El espectro *H-RMN del AHR mostrd sefiales entre 0,99 y 1,1 ppm indicativas de la presencia de
los acidos grasos omega-3. Ademas, también se observaron otras sefiales compatibles con la
presencia de acidos grasos poliinsaturados, monoinsaturados y saturados (AGPI’s, AGMI’s y
AGS's, respectivamente). Estas sefales coinciden con las observadas por Catrin y colaboradores
(174) y Bratu y colaboradores (175) que determinaron la presencia de acidos grasos omega-3 en
el aceite de pescado. También se observaron sefiales especificas de DHA a 2,4 ppm
correspondientes al hidrogeno unido al carbono a (=C-C-CH,-COOR) y al carbono alilo (=C-CH,-

C-COOR) (173).

En la Figura 3.7 se muestra el cromatograma (GC-FID) del AHR esterificado quimicamente
(derivatizado). El AHR se derivatizé para tener una referencia mas exacta de la composicion total
de acidos grasos y usarla como referencia. También se analizaron por GC-FID todas las muestras
de los aceites extraidos con los solventes verdes, que presentaron un perfil lipidico similar. La

identificacion y cuantificacion de los acidos grasos se realizd segun lo descrito en métodos.
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Figura 3.7. Cromatograma (GC-FID en DB-23, 30 m) del aceite de higado de rape quimicamente
esterificado. La asignacién e identificacion de los picos corresponde a los ésteres etilicos de
acidos grasos (EE-AG) 1: miristico, 2: palmitico, 3: palmitoleico, 4: estearico, 5: oleico, 6:
vaccénico, 7: gadoleico, 8: EPA, 9: behémico, 10: DHA. Los estandares utilizados fueron los
ésteres del dcido palmitico, estedrico y oleico. El tratamiento de los datos se realizd segun el

método FAAES. (77).

El perfil de acidos grasos del AHR derivatizado, se determind mediante la identificacion de las
sefiales con ayuda de los patrones usados (FAMES, EE-AO y EE-DHA). El AHR contiene un variado
e interesante perfil lipidico conformado por un 29,8 % de AGS’s, un 43,7 % de AGMI’s y un 26,5

% de AGPI’s, como se observa tanto en la figura anterior como en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Perfil de acidos grasos del AHR determinado por GC-FID en porcentaje (n=3). (77).

Nombre Abreviatura comun % Acido graso
Acidos Grasos Saturados (AGS’s)
Cdprico C10:0 0,2+0,3
Ldurico C12:0 0,304
Miristico C14:0 1,9+3,3
Palmitico C16:0 15,6 +0,8
Margdrico C17:0 1,1+0,1
Estedrico C18:0 4,2+0,1
Araquidico (eicosanoico) C20:0 1,3+0,2
Behémico C22:0 3,5+0,5
Lignocérico C24:0 1,7+0,2
XY AGSs 29,8
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Acidos Grasos Monoinsaturados (AGMI’s)

Miristoleico C14:1n5 0,7+0,4
cis-10-Pentadecanoico C15:1n5 0,5+0,3
Palmitelaidico C16:1n7t 0,4+0,0
Palmitoleico C16:1n7c 7,1+0,2
cis-10-Heptadecenoico C17:1n7 0,4+0,1
Elaidico C18:1n9t 1,1+0,1
Oleico C18:1n9c 21,1+0,5
Vaccénico C18:1n7 54+0,3
Gadoleico C20:1n11 3,9+0,8
Erucico C22:1n9 0,7+0,1
Nervonico C24:1n9 0,8+0,0
2 AGPIs 43,7

Acidos Grasos Polinsaturados (AGPI’s)

cis-9,12-Hexadecadienoico C16:2n4 0,5+0,1
cis-6,9,12-Hexadecatrienoico C16:3n4 0,2+0,1
Linoelaidico C18:2n6t 0,3+0,1
Linoleico C18:2n6¢c 1,0+£0,1
a-Linolénico C18:3n3 0,2+0,1
y-Linoéenico C18:3n6 0,4+0,0
Esteariddnico C18:4n3 0,6+0,1
cis-11,14-Eicosadienoico C20:2n6 0,5+0,1
cis-11,14,17-Eicosatrienoico C20:3n3 0,4+0,1
all cis-8,11,14-Eicosatrienoico C20:3n6 0,1+0,1
Araquiddnico C20:4n6 1,1+0,1
Juniperdnico C20:4n3 0,6+0,1
Eicosapentanoico (EPA) C20:5n3 4,4+0,3
cis-13,16-Docosadienoico C22:2n6 0,2+0,1
Adrénico C22:4n6 0,3+0,0
Clupanoddnico C22:5n3 0,5+0,0
Docosahexaenoico (DHA) C22:6n3 15,2+0,2

XY AGPIs 26,5

Los acidos grasos mayoritarios en el AHR corresponden a AGMI’s como el 4cido oleico. Este acido
graso, que compone el 21,1 % del AHR, ha demostrado tener efectos beneficiosos para la salud
humana similares a los acidos grasos omega-3 (176). La presencia de un 5,4 % de acido vaccénico
(isémero omega-7 del acido oleico), es relevante debido a su asociacidn con un bajo riesgo de
enfermedad cardiovascular (177,178). Otros AGMI’s presentes son el acido gadoleico (C20:1n9),
caracteristico de los aceites de pescado, y el acido erucico (C22:1n9), que también se ha
informado que se encuentra en el higado de pescado (170,179). De los AGS'’s del higado de rape,
podemos decir que el componente mayoritario es el acido palmitico con un 15 %. Los AGS’s no

tienen muy buena reputacién frente a la salud cardiovascular (SCV). Sin embargo, el porcentaje
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de acido palmitico es menor a los porcentajes de este acido reportados en otros subproductos
o residuos de pescado que oscila entre el 18 y 32 % (180,181). Respecto a los AGPI’s, el DHA y el
EPA son los principales del AHR con un 15,2 % y un 4,4 % del total respectivamente. Los AGPI’s
como el DHA y el EPA, caracteristicos de las fuentes marinas, son de amplio interés
principalmente por ser del grupo de acidos omega-3. Estos acidos grasos tienen reportados

multiples beneficios para la salud (77,78,80,106,174).

Tanto el aceite extraido asi los productos de las biocatdlisis, se analizaron de cualitativamente
con CCF con una fase moévil hexano y acetato de etilo en diferentes proporciones (80:20 y 70:30
v/v), solvente apolar tipicamente usado para las lograr separaciones de lipidos con CCF (182).
De esta manera se identificaron los tipos de lipidos que aparecieron en funcidn de su polaridad
en las muestras (segun el tipo de muestra). Lo primero identificarse (de abajo hacia arriba)
fueron los MAG, seguidos de 1,2 DAG, 1,3 DAG y luego los AGL, posteriormente se vio el TAG y
el EE. Esto concuerda con lo reportado por Byun y colaboradores (183) para aceite de

coproductos de pescado.

3.4.2. Simulacion tedrica de extraccion mediante el programa COSMO-RS

Se llevd a cabo una simulacién con el programa informatico COSMO-RS para determinar la
solubilidad relativa de cuatro de los principales triacilgliceroles (TAG’s) del AHR en los solventes
seleccionados para el estudio (CPME, LMN, DMC, 2-MeTHF y mezcla de disolventes del FR
(Cloroformo/Metanol, 2:1)). El anélisis del AHR por *H-RMN permitié determinar que los TAG’s
eran los principales lipidos presentes en el aceite de pescado y cuales podrian ser los principales
acidos grasos presentes en este aceite (Figura 3.7). Ademas, el andlisis GC-FID confirmd que
estos TAG’s estaban compuestos principalmente por cadenas largas de carbono, como el acido
palmitico (C16:0), el acido oleico (C18:1n9), el EPA (C20:5n3) y el DHA (C22:6n3) (Figura 2.8). Por
tanto, se utilizaron los cuatro acidos grasos principales del aceite para definir cuatro estructuras

tedricas de TAG:
e TAG-1(R1 (C16:0); R2 (C22:6n3); R3 (C16:0))
e TAG-2 (R1(C18:1n9); R2 (C20:5n3); R3 (C16:0))
e TAG-3 (R1(C18:1n9); R2 (C22: 6n3); R3 (C18:1n9))
e TAG-4 (R1(C22:6n3); R2 (C22:6n3); R3 (C22:6n3))
Estos componentes principales se modelaron con el software ChemSketch y se utilizaron para el

estudio predictivo en el software COSMO-RS (Figura 3.8).
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COSMO-RS integra un enfoque de quimica cudntica que permite el calculo de varias
propiedades, como la solubilidad relativa de un compuesto en varios disolventes. Esto significa
que el andlisis del perfil o y del potencial o de los componentes de la mezcla (TAG’s y solventes)
proporciona informacién importante sobre las moléculas. Esta informacién puede utilizarse para

predecir posibles interacciones en la fase fluida.

Compounds Solvents

2-MeTHF CPME

TAG-1 TAG-2

LMN

TAG-3 TAG-4 Methanol Chloroform

Figura 3.8. Modelizacién de las a-superficies por COSMO-RS de los compuestos y disolventes
utilizados en el estudio tedrico. Compuestos (TGA’s): TAG-1(R1 (C16:0); R2 (C22:6n3); R3
(C16:0)); TAG-2 (R1 (C18:1n9); R2 (C20:5n3); R3 (C16:0)); TAG-3 (R1 (C18:1n9); R2 (C22:6n3); R3
(C18:1n9)); TAG-4 (R1 (C22:6n3); R2 (C22:6n3); R3 (C22:6n3)). Solventes verdes (fondo color
verde): (2-metiltetrahidrofurano (2-MeTHF), ciclopentil metil éter (CPME), dimetil carbonato
(DMC) y limoneno (LMN)). Solventes de referencia (fondo color rojo): (reactivo Folch (FR),

cloroformo/metanol (2:1, v/v)) (77).

Los resultados de la modelacion del programa se observan en la Tabla 3.2. donde se muestra la
solubilidad determinada por el modelo COSMO-RS para los TAG's elegidos del AHR en los
solventes utilizados en este estudio. La solubilidad se expresa en logl0(x_solub) y se ha
expresado también la probabilidad en porcentaje. A la mejor solubilidad se le asigna un valor de
0, y la solubilidad en el resto de solventes se da en relacién con el mejor solvente. La tabla con

los resultados arrojados por el programa se encuentra en la seccidén anexos (Tabla A2). Esta se
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ha expresado en porcentaje de probabilidad de solubilidad para una mejor comprension de los

resultados.

Tabla 3.2. Solubilidad relativa calculada mediante el programa COSMO-RS (log10(x_solub)) y
probabilidad de solubilidad de los triacilglicéridos (TAG’s) modelados como representativos del

aceite de higado de rape, en cuatro diferentes solventes verdes y FR como solvente de referencia

(77).
TAG 1 TAG 2 TAG 3 TAG 4
Solvente
log10 log10 log10 log10
P (% P (% P (% P (%

(x_solub) (%) (x_solub) (%) (x_solub) (%) (x_solub) (%)
2-MeTHF 0,0000 100,00 0,0000 100,00 0,0000 100,00 0,0000 100,00
CPME 0,0000 100,00 0,0000 100,00 0,0000 100,00 0,0000 100,00
DMC -0,6799 20,90 0,0000 100,00
LMN 0,0000 100,00 0,0000 100,00 0,0000 100,00 0,0000 100,00

P = probabilidad

Color verde: alta probabilidad de solubilidad (60-100 %). Color amarillo: probabilidad media de
solubilidad (20-60%). Color rojo: baja probabilidad de solubilidad (0-20 %). Compuestos
Donde (triacilglicéridos): TAG-1(R1 (C16:0); R2 (C22:6n3); R3 (C16:0)); TAG-2 (R1 (C18:1n9); R2 (C20: 5n3); R3
(C16:0)); TAG-3 (R1 (C18:1n9); R2 (C22:6n3); R3 (C18:1n9)); TAG-4 (R1 (C22:6n3); R2 (C22:6n3), R3
(C22:6n3)). Disolventes verdes (2-metiltetrahidrofurano (2-MeTHF), ciclopentil metil éter (CPME),
dimetil carbonato (DMC) y limoneno (LMN)). Solvente de referencia (reactivo Folch (FR),
cloroformo/metanol (2:1, v/v)).

El solvente utilizado como referencia fue el RF, que se considera el método mas fiable para la
recuperacion completa de los lipidos totales (184). Como se observa en la Tabla 3.2, el 2-MeTHF,
CPME y LMN mostraron una mayor probabilidad de solubilidad (60-100 %) que el solvente de
referencia (FR) para los TAG-1, TAG -2, TAG-3 y similar para TAG-4. El DMC presentd un
comportamiento diferente mostrando una baja probabilidad de solubilidad (0-21 %) para tres
de los cuatro TAG’s (TAG-1, TAG -2, TAG-3) modelizados. Pero para el TAG-4 el DMC mostré un

mejor porcentaje de solubilidad que el RF.

Estos resultados tedricos fueron contrastados con el estudio experimental, en el que utilizando
los cuatro solventes seleccionados (2-MeTHF, CPME, DMC y LMN) se extrajo AHR, para verificar
cual podia tener potencial para sustituir al solvente RF en la extraccién de lipidos procedentes

de este subproducto.

78



3.4.3. Extraccion de aceite de higado de rape utilizando el mezclador-agitador

rotatorio (RM) o el Ultra-Turrax®(UT).

Se probaron dos equipos distintos de agitacién para extraer el aceite del higado del rape,
sumados a diferentes solventes. La Tabla 3.3 resume resultados de rendimiento de extraccion
obtenidos con los diferentes solventes y los dos sistemas de agitacion (RM y UT). También
muestra los resultados de referencia (*) correspondientes a la cantidad mdxima de aceite
contenido en el higado de rape. Los solventes utilizados corresponden a un éster (DMC), dos
éteres (2-MeTHF y CPME) y un terpeno (LMN) que segun las guias de solventes son menos
contaminantes que el RF que es una mezcla de metanol y cloroformo (1:2 v/v) (112,113,117).
Los valores de rendimiento de la extraccion de aceite de la Tabla 3.3, fueron determinados de
los resultados promedio de las extracciones realizadas. La unidad de medida expresada en g/100
g se describe asi puesto que es la manera mas usada, la relacién se hace usando el porcentaje

obtenido de extraccion aplicado a 100.

Tabla 3.3. Extraccién de aceite de higado de rape con cuatro solventes verdes y un solvente
convencional (RF) utilizando dos sistemas de agitacidon (media + desviaciones estandar (s.d.),
n=2) (77).

Mezclador-agitador rotatorio (RM) ULTRA-TURRAX® (UT)
Solvente Rendimiento de la Rendimiento de la Rendimiento de la Rendimiento de la
extraccion de aceite extraccion de aceite extraccion de aceite extraccion de
(g/100¢g) (%) (g/ 100 ¢g) aceite (%)
Referencia* 39,0 100 39,0 100

2-MeTHF 39,0+0,9 100 + 3,0 339+1,5 87,0 £ 22
CPME 39,0+2,4 100+£0,7 39,0+0,3 100+ 2,2
DMC 38,6+1,9 99,0+£0,4 29,3+0,2 75,0+£5,0
LMN 37,4+1,7 96,0+ 6,7 32,0+£2,6 82,0+£4,3
RF 345+1,5 89,0+1,5 29,1+1,5 75,0+1,4

*Contenido total de aceite en higado de rape

La capacidad de extraccion de los solventes verdes se compard con la capacidad de extraccion
del solvente convencional FR. En la Tabla 3.3 se puede observar que los rendimientos de
extraccién fueron mayores cuando se agité con un RM en comparacion con el UT. Autores como
Fang y colaboradores (170) informaron de la importancia de la agitacidon en sus experimentos
de extraccidn de aceite de atun. Esto puede indicar que el sistema de agitacion del RM influye

en las diferencias presentadas entre los dos sistemas de agitacion, en donde el RM seria el
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método de agitacidon mas eficiente. Con el RM todos los solventes verdes mostraron porcentajes
de extracciéon entre el 96 y el 100 %. Este porcentaje de extraccidn fue superior al mostrado por

el solvente RF (89 %) con el mismo sistema.

Comparando ambos sistemas de agitacion, con el UT se tiene porcentajes menores de extraccion
para el RF y la gran mayoria de los solventes verdes, exceptuando el CPME que fue 100 % en
ambos sistemas. Los resultados de extraccién menores pueden ser debido a la formacién de
emulsiones, formadas por la presencia de agua en el higado de rape fresco, que sumadas al tipo
y la alta velocidad de agitacidn (4000 rpm) que usa el sistema UT, crean el ambiente perfecto

para la emulsificacion.

El 2-MeTHF y la CPME extrajeron la mayor cantidad de aceite de pescado en los dos sistemas de
extraccién evaluados, lo que coincide con la prediccién realizada con el programa COSMO-RS.
En el estudio tedrico, la DMC mostré la menor probabilidad de solubilidad de los triglicéridos
utilizados como modelo; sin embargo, en la extraccidn experimental mostré mejores resultados
de los esperados, con un 99 % de extraccion en RM. El LMN presentd los porcentajes de
extraccion mas bajos que los obtenidos tedricamente con COSMO-RS (96 % con RM y 82 % con
UT. No obstante, estos porcentajes de extraccidn menores podrian ser consecuencia de las
condiciones utilizadas para recuperar el aceite de la solucién. Puesto que se llevd a cabo
mediante unas condiciones de evaporacion del solvente fuertes (90 °C/ 0,3 mbar), con una
temperatura mucho mayor a la usada con los demas solventes (40 y 50 °C), lo que podrian
favorecer la evaporacion de parte de los compuestos mas volatiles presentes en el aceite de

pescado.

El AHR extraido con el RF fue analizado por RMN para identificar las sefales que indican la
presencia de los AG, como se mostrd en la Figura 3.6. En los analisis RMN no se observaron
diferencias en los espectros de H-RMN de las muestras de AHR extraidas con los diferentes

solventes (verdes o de referencia) y métodos de agitacion RM (Figura 3.9) o UT (Figura 3.10).

80



FR/RM

I A —

2Me-THF/RM

| | SN

| /N W .

DMC/RM

L

T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

. . . . . .
4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)

Figura 3.9. Espectro H-RMN del aceite de higado de rape (AHR) extraido con el mezclador-
agitador rotatorio (RM) y diferentes disolventes. Lineas de color: rojo: LMN, limoneno; verde
claro: DMC, carbonato de dimetilo; verde: CPME, ciclopentil metil éter; azul: 2-MeTHF, 2-

metiltetrahidrofurano, y purpura: RF, reactivo Folch.

En los espectros de la Figura 3.9. se pueden observar las sefiales de algunos acidos omega-3 vy el
glicerol, identificadas previamente en la Figura 3.6. Para todas las extracciones con los diferentes
solventes se observa entre 0,99 y 1,1 ppm sefiales compatibles con las de los acidos grasos
omega-3yen 2,4 ppm con el DHA (173). En el espectro correspondiente al LMN se alcanza a ver
trazas del solvente por una sefial ubicada en 4,65 ppm. Pese a las duras condiciones de

evaporacién del solvente a las que fue sometido el AHR.
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Figura 3.10. Espectro 'H-RMN del aceite de higado de rape hidrolizado (AHR) extraido con Ultra-
Turrax® (UT) y diferentes disolventes. Lineas de color: rojo: LMN, limoneno; verde claro: DMC,
carbonato de dimetilo; verde: CPME, ciclopentil metil éter; azul: 2-MeTHF, 2-

metiltetrahidrofurano, y parpura: RF, reactivo Folch (77).

En la Figura 3.10. se observan las mismas sefiales entre 0,99 y 1,1 ppm que indican presencia de
los acidos grasos omega-3 y en 2,4 ppm del DHA (173). En general, no se observan diferencias
entre los espectros de las figuras anteriores que sugirieran diferencias en la composicion del
AHR extraido con los diferentes green solvents. Excepto por el AHR extraido con LMN, puesto
que en el espectro de la Figura 3.10. se alcanza a observar una pequefia sefial del solvente a la

altura de 4,65 ppm.

Para elegir el mejor método de extraccion del AHR, es muy importante considerar el solvente
ideal y el mejor método de agitacion. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el
sistema RM, se puede decir que los solventes verdes evaluados podrian ser alternativas
interesantes para sustituir a los solventes convencionales como el hexano, el cloroformo y el
metanol para desarrollar procesos extractivos mas respetuosos con el medio ambiente para las
muestras de aceite (161,162). Un solvente alternativo ideal debe cumplir los siguientes
requisitos (a) no ser considerado un COV’s; (b) tener una baja toxicidad para los seres humanos;

(c) tener un impacto limitado en el medio ambiente (ser ecolégico); (d) obtenerse a partir de
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recursos renovables; (e) tener un alto poder de disolucidn; (f) ser facil de recuperar; y (g) no

cambiar significativamente la configuracion del proceso (132).

Considerando la informacién publicada en varias guias de disolventes (112,113,117,166,185), se
evaluaron varias caracteristicas y propiedades segun los criterios de riesgo, ciclo de vida, coste,
fuentes de produccién (y su puntuacion de 1 a 8, donde 1 corresponde a menor y 8 a mayor) y

rendimiento de la extraccion AHR (Tabla 3.4.) (112,113,117,185).

Tabla 3.4. Propiedades de los disolventes verdes, rendimientos de extraccion (AHR),

informacidn sobre las sustancias y analisis de costes (77).

% Punto de Presion Informacion de Solvente Costo Fuente
Rendimient ebullicion de (Guias de solventes) ** €/L
ode C vapor
extraccion
Solvente
(CAS) RM uT 20 °C Uso Medio ambiente | Ciclo
(kPa) | " ‘.’:
8 3 o © S vida
= 3 = 3 ]
» 8§ < I 3
3 -3
CCl, 89%* 75%* 62 212 2 9 7 7 6 5 22,6 Sintesis
(67663) quimica
MeOH 65 12,9 3 5 6 3 6 2 5,0 Sintesis
(67561) quimica
2-MeTHF 100 87 80 10 5 6 8 6 4 7 60,8 Cereales
(96479) / Sintesis
quimica
CPME 100 100 106 6 6 4 6 6 3 7 74,0 Sintesis
(5614379 quimica
)
DMC 99 75 90 7,4 1 3 5 3 5 3 66,3 Sintesis
(616386) quimica
LMN 89 82 178 0,2 5 4 3 3 7 8 23.4 Citricos
(5989275
)
Donde:

CCls: cloroformo; MeOH: metanol, *:alores de rendimiento obtenidos con el reactivo Folch (RF):
(cloroformo/metanol (2:1, v/v)); 2-MeTHF: 2-metiltetrahidrofurano; CPME: ciclopentil metil éter; DMC: carbonato de
dimetilo; LMN: limoneno; RM: mezclador agitador-rotatorio; UT: Ultra-Turrax®; ** Datos de las guias de disolventes
(113,117,166,185), Coste, precios tomados de Sigma Aldrich en octubre 2020
(https://www.sigmaaldrich.com/spain.html).

Teniendo en cuenta la informacidn de estas guias y la Tabla 3.4, el disolvente mds apropiado
para la extraccion de AHR seria el 2-MeTHF. Este disolvente se puede obtener de recursos

renovables como las mazorcas de maiz y el bagazo (166), ademas mostrd porcentajes de
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extraccién hasta del 100 % con el RM. Es uno de los solventes ecolégicos mas baratos (sélo
superado por el LMN) y su puntuacién con respecto a los posibles riesgos es aceptable (entre 4

y 6, excepto el riesgo ambiental del aire con 8).

Otro disolvente interesante es el CPME, debido a los excelentes rendimientos de extraccidn
mostrados y a su puntuacion de riesgo similar a la del 2-MeTHF. Sin embargo, este disolvente es
un subproducto de la sintesis del caucho a partir del petréleo. Ademas, es el mas caro de todos
los disolventes estudiados. EIl DMC es un disolvente que presenta altos rendimientos de
extraccién con agitacion RM, presenta bajos riesgos para la salud y el medio ambiente
(puntuacidn entre 1y 5). Sin embargo, sus bajos rendimientos de extraccidén con UT, su precio
(el segundo mas alto) y el hecho de que se prepare por sintesis quimica a partir de gas metano
hacen que lo descartemos como disolvente ideal. EI LMN es aceptable en términos de evaluacion
de riesgos, ya que este disolvente tiene una puntuacién similar a la del CPME. Pero segun
algunas de sus propiedades y lo corroborado con los datos experimentales, es un disolvente
dificil de evaporar, ademas de presentar los rendimientos de extraccion mas bajos. Por tanto,

se considera un solvente no adecuado para la extraccidon de AHR (112,113,117,166,185).

3.4.4. Produccidon de biocatalizadores

La produccién de biocatalizadores a partir de hongos filamentosos, como las resting cells se
puede considerar mucho menos costoso en comparacion con la produccidn de biocatalizadores

comerciales que requieren procesos de extraccion, purificacion e inmovilizacién.

El procesamiento de los biocatalizadores se realizd segun lo descrito en los métodos, un proceso
lento debido al crecimiento de los microorganismos y se repitid varias veces, produciendo en
diferentes lotes, para prevenir la contaminacion y/o envejecimiento de las resting cells que
pueden causar una disminucion de la actividad enzimatica (U) (una cepa antigua puede tener

menor actividad enzimatica).

Cada vez que se produjo una tanda/lote de biocatalizadores fueron sometidos a la evaluacion
de la U. Las cepas que se tenian procedentes de la CECT para el R. oryzae eran de réplicas de
distintos afos. En la produccién de estos resting cells de R. oryzae se evaluéd el posible efecto
sobre la U de la adicién de aceite (en el cultivo en medio liquido se incorpora aceite para inducir
la produccién de lipasas y se valoraron distintas concentraciones). Los resultados se muestran

en la Tabla 3.5.
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Tabla 3.5. Resultados de la evaluacidn de la actividad enzimatica (U) de los resting cells en

relacidon con la adicion de aceite en el medio de cultivo.

Microorganismo mL de aceite Actividad lipasica Rendimiento
adicionado (V)
Cepa ANO* pumol/min g Micelio/L medio
R. oryzae 2016 1 1,14 5,28
R. oryzae 2016 2 1,40 7,49
R. oryzae 2016 3 0,22 11,53
R. oryzae 2013 1 0,85 7,16
R. oryzae 2013 2 0,96 6,75
R. oryzae 2013 3 0,58 11,43
A. flavus 2016 1 0,03 5,95
A. flavus 2017a 1 0,02 5,14
A. flavus 2017b 1 0,02 5,75

*Corresponde a la identificacion propia usada en la universidad para diferenciar las cepas, en funcién
del inicio de su uso (edad). .

Como se evidencia en la Tabla 3.5., con los resultados con 2 mL de aceite se obtiene la actividad
enzimatica mas alta para las resting cell de R. oryzae. También se pudo ver la afectacién de la
edad de la cepa, puesto que todas las del afio 2013 presentan valores mas bajos de la U. El
rendimiento en g de micelio obtenido fue mayor en los resting cells que usaron mas aceite, esto
también se puede deber a restos de aceite en el micelio, pese a los lavados a los que se sometid
el micelio (3), ademas los lavados con acetona no deben ser mayores a los descritos puesto que

este solvente puede disminuir la actividad enzimatica (afecta las lipasas).

En cuanto la cepa de A. flavus tienen mucha menor U en comparacion con el otro hongo ademas

el rendimiento en gramos obtenido fue menor.

La mayor U de las resting cells en la primera tanda de produccidén fue de 1,4 y 0,03 para de R.

oryzae y A. flavus respectivamente, estas fueron usadas para los ensayos de biocatalisis.

3.4.5. Sintesis de ésteres etilicos de AHR mediante biocatalisis.

Se realizaron dos procedimientos para la producciéon de ésteres etilicos (EE) a partir de AHR y
etanol: a) procedimiento de una etapa basado en una reaccidn de esterificacion directa o
transesterificacion (Figura 3.4.), y b) procedimiento de dos etapas basado en reacciones

secuenciales de hidrélisis y esterificacion (Figura 3.5.). Se utilizaron diferentes biocatalizadores:
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una enzima comercial (Novozym 435), resting cells de dos hongos (R. oryzae y A. flavus) y dos

mezclas de estas resting cells (1:1y 7:3, R. oryzae-A. flavus) en un medio libre de solventes.

3.4.5.1. Esterificacion del AHR en una sola etapa, esterificacion directa.

Los ensayos de esterificacion en una etapa se llevaron a cabo segun la reaccién descrita en la
Figura 3.4. Se ensayaron 3 tiempos de reaccion y se utilizaron diferentes biocatalizadores. En la
Tabla 3.6. se muestran los resultados de los porcentajes de esterificacion (obtenidos con los
calculos descritos en los métodos) para las reacciones biocataliticas de esterificacidon directa o
en una sola etapa. Los biocatalizadores fueron la enzima comercial: Novozym 435, las resting
cells de R. oryzae y A. flavus, las mezclas de estas en distintas proporciones (1:1 y 7:3

respectivamente.

Tabla 3.6. Resultados de la esterificacién directa por biocatalisis, con el porcentaje de EE

obtenidos a partir de aceite de higado de rape. (media + s.d., n = 3) (77).

Biocatalizador Rendimiento %

Tiempo de reaccion en horas (h) 24 h 48 h 72 h
Novozym 435 440+28 61,0+1,5 63,0+04
R. oryzae 53,0+4,1 54,050 61,0+£2,3
A. flavus 32,0+2,7 380%34 | 46,0+0,6
R. oryzae [ A. flavus (1:1) 340+4,5 38,0+3,6 @ 48,0%+3,0
R. oryzae [ A. flavus (7:3) 38,0+4,2 450+1,7 57,0%4,2

Como se observa en la Tabla 3.6., los resultados mds altos de porcentaje de esterificacion fueron
obtenidos con las resting cells de R. oryzae, seguidas de la enzima comercial a las 24 h. Para las
48 y 72 h los valores mas altos son obtenidos por Novozym 435 seguidos de las lipasas de R.
oryzae. Las resting cells de A. flavus obtuvieron los valores mas bajos en la esterificacion, esto
es concuerda con los resultados obtenidos para la actividad enzimatica, donde A. flavus obtuvo
valores mas bajos que los del R. oryzae. Es destacable que las resting cells de R oryzae,
preparadas en el laboratorio con medios limitados, obtuvieran valores de porcentaje de
esterificacidn cercanos a los obtenidos con la enzima comercial e incluso mayores para el primer
tiempo ensayado (24 h). Los valores tuvieron una correlacion positiva entre los tiempos de
reaccién y el rendimiento de la esterificacién. Para las mezclas de los biocatalizadores propios

los resultados mas altos se dieron con la mezcla que tenia mayor contenido del R. oryzae y las
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72 h de reaccién. Sin embargo, los resultados no se consideraron relevantes puesto no se
observé un aumento en el porcentaje de esterificacion, sugiriendo que las mezclas no indujeron

una mejora en la actividad catalitica de las resting cells.

Una vez valorados los resultados del porcentaje general de rendimiento de la esterificaciéon, Se
determino que los ensayos para determinar la composicion del aceite esterificado por GC-FID,
solo eran relevantes para los resultados con 3 de los biocatalizadores, la enzima comercial y las
2 resting cells fungicas. Estos EEs sintetizados se analizaron por cromatografia de gases (GC-FID)
para identificar y cuantificar cada éster de acido graso. Se identificaron los 10 principales y se

compararon con el AHR derivatizado (porcentajes maximos de EEs de AG).

En la Figura 3.11. se muestran los diez principales EE de AG obtenidos en la reaccién de
esterificacién una sola etapa, ensayada con tres de los biocatalizadores: enzima comercial y las
2 resting cells fungicas. Estos porcentajes fueron calculados a partir de los cromatogramas GC-

FID realizados a los ésteres sintetizados, para la determinacién del perfil lipidico (descrito en

métodos).

) I”I I“‘ I —I—-i I,/ i

C14:0 Cle:0  Cleln?7 C180 Cl181In9 Cl8In7 C20:Inll C20:

Porcentaje de EEAG (%)

5 C22:1n9 C22:6r

Identificacién del Ester Etilico de Acido Graso (EEAG)

I R. oryzae A. flavus Novozyme 435 Aceite derivatizado
Nombre Miristico Palmitico Palmitoleico Estearico Oleico Vacenico Gadoleico EPA  Erucito DHA
Abre. C14:0 C16:0 C16:1n7 C18:0 C18:1n9 C18:1n7 C20:1n11 C20:5n3 C22:1n9 C22:6n3
AHR 2,4 19,1 5,1 9,0 26,4 6,9 6,0 5,4 1,0 18,6
R. oryzae 3,1 22,3 9,4 5,8 32,9 7,7 6,9 4,1 4,7 3,1
A. flavus 2,8 21,9 9,8 6,4 31,9 7,6 5,5 4,9 3,9 5,4
Novozym 435 2,7 19,1 9,7 52 27,6 7,2 5,0 4,8 3,4 15,2
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Figura 3.11. Efecto del biocatalizador en el perfil de los principales ésteres etilicos de acidos
grasos obtenidos en la reaccidn de una sola etapa para 72 h. Los valores obtenidos porcentaje a
partir de los cromatogramas realizados a las muestras, se encuentran muestran en parte inferior

de la imagen como tabla de datos (77).

En la Figura 3.11. se puede observar que los AGPI’s como el DHA (C22:6n3) y EPA (C22:1n9) se
obtuvieron resultados de esterificacion mayores al 80 % del total del AG correspondiente. Es
decir, para el DHA se esterifico un 15,6 % del 18,6 % (mdaximo del valor de referencia) y para el

EPA, un 4,4 % del 5,4 % de referencia.

Estos resultados demostraron que la enzima comercial no discrimina entre los diferentes acidos
grasos para sintetizar los EE ya que los esterifica todos lo maximo que le es posible. Esto ya ha
sido descrito en la bibliografia (186,187). Castejon y colaboradores y Moharana y colaboradores
(186,187) indican que Novozym es un biocatalizador adecuado para la sintesis de estos ésteres
etilicos (EE’s) omega-3.

Por el contrario, las resting cells mostraron los rendimientos mas bajos para la esterificacién de
AGPI’s principalmente DHA. A. flavus mostré el mayor rendimiento de ésteres etilicos de DHA
(DHA-EE: C18:1n9) con un valor de 38 % del total de DHA. Mientras que R. oryzae sélo esterificd
el 22 % del DHA presente en el aceite de pescado tras 72 h de reaccidn. No se observaron
diferencias para la esterificacién del EPA. Por tanto, se sugiere que las lipasas de R. oryzae

discriminaron entre los diferentes AGPI’s presentes en el AHR.

La selectividad de las enzimas ha sido reportada por diferentes autores que sugieren que algunas
lipasas pueden ser selectivas para algun tipo de acido graso dependiendo de su longitud de
cadena, del solvente utilizado en su extraccion y purificacion, del método de inmovilizacidn
utilizado para la enzima y de las condiciones de reaccion (temperatura y tiempo) (179,188). La
selectividad mostrada por las resting cells de R. oryzae podria facilitar la separacién del DHA de

la mezcla de EE.

3.4.5.2. Esterificacion del AHR en dos etapas: Hidrdlisis y esterificacion.

Los ésteres fueron sintetizados seguin el esquema de la sintesis mostrado en la Figura 3.5. donde

se diferencian dos etapas de biocatalisis: Etapa 1: hidrdlisis y Etapa 2: esterificacidn.

Etapa l
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La hidrolisis se llevé a cabo utilizando distintos biocatalizadores. La enzima comercial Novozym
435, las dos resting cells fingicas y dos mezclas en diferentes proporciones (1:1y 7:3 de R. oryzae
y A. flavus) durante 24 h (Figura 3.12.). El porcentaje de rendimiento se determind por medio
de los andlisis de las RMN realizadas y su correspondiente procesado (descrito en métodos). Los

porcentajes mostraron
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Figura 3.12. Porcentaje de AGLs obtenido en las reacciones biocataliticas de la hidrdlisis del AHR
durante 24 h (n=3). Los biocatalizadores usados fueron Novozym 435 (enzima comercial), dos
resting cells fungicas (R. oryzae y A. flavus) y sus mezclas en distintas proporciones 1:1.y 7:3 de

R. oryzae y A. flavus respectivamente (77).

Como se evidencia en la Figura 3.12., las resting cells de R. oryzae mezcladas con A. flavus en
una proporcion de 7:3 mostraron el mayor porcentaje de hidrdlisis (> 95 % de acido graso libre
(AGL)). El segundo biocatalizador que presentd un alto porcentaje de hidrdlisis fueron las resting
cells de A. flavus (> 93 % de AGL). Todas las resting cells estudiadas tanto R. oryzae como A.
flavus mostraron un mayor porcentaje de hidrdlisis que la lipasa comercial Novozym (83 %), lo
que indica que las resting cells pueden ser una alternativa barata a los biocatalizadores
comerciales inmovilizados para estas reacciones. Los porcentajes de hidrdlisis obtenidos con las
resting cells propias, pueden considerarse elevados si se comparan con los reportados por
Aarthy y colaboradores (189) para la hidrdlisis de aceite de pescado con las enzimas de

Cryptococcus sp., que obtuvieron un 25 % y un 66,5 % de AGL durante 24 h y 72 h,
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respectivamente. Ademds, cabe destacar que el AHR contiene mds DHA que los aceites

hidrolizados de higado de bacalao, sardina, salmén y tiburén (189).

Se llevé a cabo un escalado del proceso de hidrdlisis utilizando el biocatalizador que obtuvo el
mejor resultado en el experimento anterior (Figura 3.12.). Partiendo de 25 g de AHR y con la
mezcla de R. oryzae y A. flavus (7:3), se logré un AHR hidrolizado (en adelante material

hidrolizado de higado de rape (MHHR)) con un 97,8 % de AGL.

Etapa 2.

La reaccién de esterificacion (Figura 3.5.), se realizé utilizando el MHHR obtenido en el
experimento escalado. Los rendimientos de las reacciones de hidrolisis y de esterificacion se

muestran en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7. Resultado de las reacciones de esterificacion mediante la biocatalisis del aceite de

higado de rape hidrolizado (AHRH) expresadas en porcentaje. (media + s.d., n = 3).

Nombre del Biocatalizador Esterificacion %

Tiempo de reaccién 24 h 48 h 72 h
Novozym 435 54,0+0,5|70,0+3,1 | 85,0+1,4
R. oryzae 42,0+2,7 | 55,0+1,7 | 65,0+4,0
A. flavus 37,051 |39,0+3,1 | 41,0+2,0
R. oryzae / A. flavus (1:1) 32,0+3,2 | 37,0+4,5 | 37,0+ 4,5
R. oryzae / A. flavus (7:3) 41,0+0,6 | 34,0+4,7 | 42,014

Como se observa en la Tabla 3.7., se encontrd una correlacién positiva entre los tiempos de
reaccioén y el rendimiento de la esterificacién, al igual que en la transesterificacién. La enzima
comercial mostré el mayor rendimiento en la reaccion de esterificacion en comparacién con las
resting cells. Los rendimientos de esterificacidon obtenidos por Novozym 435 fueron del 54, 70y
85 % para 24, 48 y 72 h respectivamente. El segundo lugar, al igual que en la esterificacién de
una etapa, lo ocuparon las resting cells de R. oryzae. Su porcentaje de rendimiento mas alto fue
del 65 % a las 72 h. A. flavus volvié a mostrar los rendimientos mas bajos en la esterificacion en
comparacién con R. oryzae (41 % en 72 h). Estos resultados confirman que las células en reposo
de A. flavus no son muy activas en la esterificacién de los acidos grasos del AHR. En cuanto a las
mezclas de las resting cells fungicas, los rendimientos fueron inferiores a los obtenidos con R.

oryzae, al igual que en la reaccion de transesterificacion.
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La determinacion de la composicion de los EEs por GC-FID se realizé para los resultados de los 3
biocatalizadores (no para sus mezclas, por considerarse irrelevantes). Asi pues, los EEs obtenidos
con la enzima comercial y las 2 resting cells fingicas se analizaron por cromatografia de gases
(GC-FID) para identificar y cuantificar cada éster de acido graso. Identificando 10 principales
ésteres en el MHHR que fue comparado con su correspondiente derivatizado. En la Figura 3.13.,
se muestran los resultados del perfil obtenido por cromatografia para la esterificacidon en dos

etapas.
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Identificacion del Ester Etilico de Acido Graso (EEAG)

I RR. oryzae A, flavus Novozyme 435  —— Derivatizadon MHHR
Nombre Miristico Palmitico Palmitoleico Estearico Oleico Vacenico Gadoleico EPA  Erucito DHA
Abre. C14:0 C16:0 Cl16:1n7 C18:0 C18:1n9 Cl18:1n7 C20:1n11 C20:5n3 C22:1n9 C22:6n3
MHHR 2,5 21,7 12,2 6,2 24,1 3,7 1,8 6,4 1,0 20,5
R. oryzae 2,7 22,2 11,0 6,7 32,2 6,9 6,1 5,3 4,0 3,1
A. ﬂuvus 3,3 20,2 9,3 6,0 35,1 75 7,3 3,6 5,3 2,4
Novozyme 43! 2,8 21,3 9,4 5,6 26,8 5,5 4,8 53 3,4 15,1

Figura 3.13. Efecto del biocatalizador en perfil de los principales ésteres etilicos de acidos grasos
obtenidos en la reaccidn en dos etapas para 72 h. Los valores obtenidos porcentaje a partir de
los cromatogramas realizados a las muestras, se encuentran muestran en parte inferior de la

imagen como tabla de datos (77).

En relacidn con los perfiles de EE (Figura 3.13.), éstos son similares a los mostrados en las
reacciones de esterificacion directa. Se evidencio un cambio en el contenido de algunos de los

ésteres, este sugiere un enriquecimiento de AGMI’s como los acidos oleico (C18:1n9), gadoleico
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(C20:1n11) y vaccénico (C18:1n7), que son beneficiosos para la salud (176). El acido vaccénico
es una fuente de omega-7 que se ha correlacionado positivamente con la presencia de DHA y
EPA (177,178). Por otro lado, el aumento de acido palmitico (C16) y acido estedrico (C18)
observado en los ensayos podria deberse a restos de los acidos grasos presentes en el aceite de
girasol utilizado en la produccidn de las resting cells como inductores de la produccién de lipasas.
Los propios microorganismos también pueden sintetizar diferentes acidos grasos, Aspergillus sp
produce acidos grasos de cadena larga (C16:0, C16:1n7, C17:0, C18:0, C18:1n9, C18:2, C18:3 y
C20:0). Este perfil de acidos grasos se ha utilizado para discriminar especies de hongos
pertenecientes al género Aspergillus (190). Ademas, la presencia de algunos acidos grasos como
el 4cido gadoleico (C20:1n9) puede depender del tipo de sustrato utilizado en el medio de cultivo
(191). No obstante, el incremento de estos acidos grasos en el crudo final de la reaccién no
puede ser superior al 4 % teniendo en cuenta el porcentaje de biocatalizadores utilizados (10 %)

y el porcentaje de acidos grasos presentes en las resting cells fungicas (40 %).

Los resultados de esterificacion para el EPA fueron similares a los evidenciados en las reacciones
de esterificacion en una etapa. La enzima comercial y las resting cells de R. oryzae esterificaron
mas 5,3 % del 6,4 % del EPA contenido en el MHHR, es decir mas del 80% de este AG. Si se
compara con el EPA contenido en el AHR (5,4%), los dos biocatalizadores mencionados
esterificaron casi el 100 %. Las resting cells de A. flavus esterificaron solo el 3,6 % del contenido
total de EPA lo que corresponderia al 60 % aproximadamente. En cuanto al DHA, nuevamente
Novozym 435 esterificd el mayor porcentaje del DHA contenido en MHHR, mientras que las
resting cells fungicas no superaron el 15 % del total contenido (El 100% es el contenido total). A.
flavus esterificd hasta el 2,1 % mientras que R. oryzae esterificd el 3,1 % del 6,4 % de DHA
contenido en el MHHR. Estos bajos rendimientos parecen confirmar la hipdtesis de la

selectividad del DHA mostrada por R. oryzae.

Si hay algun tipo de selectividad de la lipasa de R. oryzae el DHA debia encontrarse como AGL
dentro del material esterificado. La posibilidad de aislar estos AGLs también es interesante, ya
que se ha demostrado que los AGPI’s ingeridos en forma de AGL pueden ser mas biodisponibles

que los EE y, por tanto, mas asimilables en el metabolismo humano (192).
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Segun lo descrito anteriormente, en el producto final obtenido (EEs) tras la fase de esterificacién,
podrian haber algin contenido de AG sin esterificar (correspondientes a DHA). Para confirmar
la hipdtesis esta hipdtesis, los ésteres obtenidos se sometieron a una esterificacién total
mediante catalisis quimica (derivatizacidn) utilizando H,SO4. En la Figura 3.14. se compara los
porcentajes de EE de DHA obtenidos en las reacciones de una y dos etapas para los diferentes

tiempos (24, 48 y 72 h) utilizando R. oryzae o aplicando la catalisis quimica.
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Figura 3.14. Porcentaje de éster etilico de DHA (EE-DHA) obtenido por biocatalisis (en una o dos
etapas) para los tres tiempos de reaccion (24, 48 y 72 h) utilizando R. oryzae comparado con los
resultados obtenidos de la derivatizacidn para estos mismos tratamientos. El color sélido
representa los porcentajes de éster obtenidos en las reacciones iniciales en una o dos etapasy
los colores con trama su respectiva derivatizacion. (a) Color azul solido: % EE-DHA obtenido por
esterificacidon de una etapa. (b) Color azul con trama: % EE-DHA obtenidos de la derivatizacion
del material esterificado en una etapa. (c) Color verde sélido: % EE-DHA obtenidos por
esterificacidon de dos etapas (d) Color verde con trama: % EE-DHA obtenidos de la derivatizacion
del material esterificado en dos etapas. (e) Promedio del % EE-DHA contenidos en el AHR y

MHHR (77).

Como se observa en la Figura 3.14. y como era de esperarse, la catalisis quimica logré una
esterificacién de casi todo el DHA contenido en el material esterificado en forma de AGL. Si se
compara con el promedio del contenido de DHA en el AHR (15,6 %) y en el MHHR (20,5 %), el

porcentaje de rendimiento de esterificacion fue superior al 90 % del DHA. Puesto que fue mas
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del 15 % para todos los casos. Esto que el DHA se encontraba en forma de acidos sin esterificar,
incluso posterior a la esterificacion biocatalitica realizada con R. oryzae. En los tres periodos de
reaccién estudiados se evidencié que las lipasas de R. oryzae no esterificaron el DHA, una eficaz

manera de discriminar estos del resto de acidos grasos presentes en el AHR y el MHHR.

La selectividad demostrada por las células en reposo de esta cepa de R. oryzae no ha sido
reportada previamente segln nuestro conocimiento. Sin embargo, Ashjaria y colaboradores
(193) estudiaron la selectividad de las lipasas aisladas de R. oryzae e inmovilizadas por diferentes
métodos en la hidrdlisis del aceite de pescado. Todos los biocatalizadores inmovilizados

discriminaron entre el EPA y el DHA a favor del EPA.

3.5. CONCLUSIONES

v" De los métodos de agitacion ensayados para extraccion de AHR, el mejor fue el sistema con
rodillos (RM), obteniendo los porcentajes mas altos de extraccion de AHR (entre 89 y 100
%) con todos los solventes estudiados. En cuanto a los solventes verdes ensayados, todos
obtuvieron porcentajes de rendimientos de extraccidn superiores o iguales a los obtenidos
con solventes tradicionales como el RF con ambos sistemas de agitacion. Tras el anadlisis de
los solventes ensayados (teniendo en cuenta, propiedades de los solventes, costes, toxicidad
y seguridad de uso, riesgos para la salud humana, riesgos para el medio ambiente,
porcentaje de extraccidén y recursos) se puede considerar que el 2-MeTHF es la mejor opcidn
para la extraccién de AHR bajo los pardmetros estudiados.

v' El higado de rape contiene un 39 % de aceite, cuyo perfil lipidico determinado mediante GC-
FID mostro porcentajes de AGMI’s (43,7 %) y AGPI’s del 26 %, donde el DHA corresponde a
15,2 %.

v’ La produccidn de resting cells y su uso como biocatalizador es una alternativa mas barata, al
uso de las enzimas comerciales. Las reacciones de hidrdlisis catalizadas con las resting cells,
obtuvieron porcentajes mayores de AGL. En los ensayos realizados para la esterificacion, la
enzima comercial siempre tuvo resultados de porcentajes de rendimiento mas altos en la
esterificacion.

v" Los resultados obtenidos en los ensayos de esterificacién de una sola etapa muestran
porcentajes de rendimiento de EE de AHR del 63, 61 y 46 % utilizando Novozym 435, R.
oryzae y A. flavus respectivamente.

v' Enlasreacciones de dos pasos, los rendimientos fueron del 85, 65 y 41 % utilizando Novozym

435, R. oryzae y A. flavus, respectivamente.
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v’ Las resting cells de R. oryzae (CECT20476), mostraron los rendimientos mas bajos de DHA-
EE en las reacciones de esterificacidon de una o dos etapas, lo que sugiere selectividad hacia
este 4cido graso.

v" La lipasa comercial (Novozym 435) esterificé los dcidos grasos omega-3 en porcentajes
superiores al 90 % para el DHA y al 100 % para el EPA contenidos en el AHR.

v’ Las resting cells de R. oryzae y A. flavus ensayadas mostraron un alto porcentaje de hidrdlisis
(88 % y 93 % respectivamente), superior al de la enzima comercial (61 %). Estos resultados

abren una via para estudiar el enriqguecimiento de AGPI’s utilizando estas resting cells.
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SINTESIS DE NUEVOS PRODUCTOS: ESPECIES ACEPTORAS DE HIDROGENO (HBA's) Y
SOLVENTES EUTECTICOS (DES’s)

4.1. ANTECEDENTES

Hoy en dia con la revolucién de la quimica verde y la blisqueda de sostenibilidad en los procesos
industriales, se esta en constante investigacion para la sintesis de nuevos compuestos quimicos
que reemplacen a los que hasta ahora han sido usados, pero que han demostrado ser toxicos,

contaminantes y nocivos para la vida del ser humano y del planeta en general.

En el grupo de investigacidn de quimica organica de la Universidad de Lleida y el del Centro de
Desarrollos Biotecnoldgicos Agroalimentarios (DBA) del cual hago parte, se ha trabajado durante
muchos afios con residuos de la industria alimentaria, buscando dar valor agregado y uso a
productos considerados de desecho. Estudios previos de este grupo han logrado fraccionar las
grasas consideradas coproductos y obtener distintos compuestos derivados con potencial

industrial (194).

En la primera parte de esta tesis se explicé la posibilidad de explotar el aceite de higado de rape
(capitulo 2) considerado un coproducto o residuo. A partir de la hidrélisis realizada previa a la
esterificaciéon de en dos etapas, se pueden obtener acidos grasos libres o ésteres de acidos
grasos y glicerol. El glicerol es un subproducto de la industria quimica principalmente obtenido
en la produccion de biodiesel (195). A partir del glicerol se pueden sintetizar compuestos
quimicos valiosos usados en procesos industriales como el 1,3 dicloro 2-propanol (195-199). Por
este motivo se investigd el uso de este derivado del glicerol para la sintesis de compuestos
aceptores de hidrégeno (HBA). Los HBA tienen diversas aplicaciones no solo en la sintesis de
solventes eutécticos (DES’s) o liquidos iénicos (IL’s) sino también en la sintesis de compuestos
de interés quimico, farmacéutico e industrial entre otros (135,200,201). De esta manera se
podria aprovechar los subproductos generados en procesos industriales, dentro del marco de la

economia circular.

4.2. MATERIALES
4.2.1. Reactivos

Trietilamina (98 %), 1,3 dicloro-2-propanol (99 %), y—valerolactona (299 %) se adquirieron de
Sigma Aldrich (EE.UU.). 1,3 dicloro-2-propanol (99 %), glicerol (99 %), urea (99,5 %), dietilenglicol
(99 %), etilenglicol (98,5 %), D, L acido lactico (90 %), acido oxalico (98 %), acido citrico anhidro
(99 %), acido ascorbico L+ (ACS>99 %), acido levulinico (98 %) y fosfato disddico anhidro P.A.
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(298 %) se adquirieron de Acros Organics (Internacional). Etanol (96 %), Metanol extra puro (99,9
%) y acetona (299,8 %) se adquirieron de Scharlau (Espafa). Trimetilamina 33 % en etanol

desnaturalizado con 2 % de ciclohexano de Alfa Aesar (Alemania).

4.2.2. Equipos

Para pesar los componentes se usaron las balanzas de precision de Gram (Espafia) y A&D
Weighing (EE.UU.). Para mantener la temperatura y agitacion en las reacciones se usaron placas
calefactoras-agitadoras y termoémetros electrénicos con sensor de temperatura de IKA®
(Espana) y Radleys discovery technologies (U.K.). Para filtrar al vacio se usé la bomba de vacio
Laboport® (Espaiia). La evaporacion se realizd con el equipo de evaporacion rotatoria R210 de
BUCHI (Suiza). Se usé el equipo RMN, MERCURY plus NMR de 400 MHz (EE.UU.), con los distintos
solventes deuterados. Para las pruebas espectrofotométricas se usé un espectrémetro Jasco FT-
IR 6300 (Tokio, Japdn), en un rango espectral de 4000-650 cm™, 64 barridos y resolucidn de 4
cm™. utilizando el accesorio de muestreo PIKE MIRacle™ ATR (Diamond / ZnSe). El medidor de
punto de ebullicién fue el Fisherbrand de Fisher (Espafia) y el Gallenkamb PI106 (U.K.). Para el
escalado se usé un reactor de 5L con accesorio de agitacion motorizada de varilla Heidolph RZR
Digital 2000 (Alemania), dos bafios bafio de recirculacién (calentamiento/refrigeracion) de
Polyscience (EE.UU.) y B. Braun (Almenia) y una barra agitadora de pala basculante de

politetrafluoroetileno (PTFE) de 50 cm de longitud, pala de 10 cm x 2,5 cm.

4.3. METODOS
4.3.1. Sintesis Disal 1: Cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol.

Para la sintesis de las disales se usé el procedimiento modificado de Beckett y colaboradores
(202). Se prepard una solucion 4,2 molar (M) de trietilamina etandlica (E-EtsN 4,2M). Se
probaron distintas concentraciones de mezclas entre el 1,3-dicloro-2-propanol y E-EtsN 4,2 M,
hasta obtener las condiciones de la relacién estequiométrica que obtuviera mejor relacién
rendimiento/pureza del compuesto. En un recipiente en bafio de hielo que contenia la E-Et3N
4,2 M, se le adicion6 gota a gota (aproximadamente 25 gotas/min) el 1,3 dicloro-2-propanol con
agitacién constante (500 rpm). Luego se afiadié metanol gota a gota a una velocidad mayor a la
adicion anterior (aproximadamente 55 gotas/min). Una vez todos los compuestos estaban en el
balén (o reactor), se llevd temperatura de 80 °C en bafio de aceite (o en reactor) y se dejé
reaccionar durante el tiempo determinado de los ensayos (de 24 a 72 h) con agitacion constante.
Pasado el tiempo de reaccidn se evaporo el exceso de solvente (etanol-metanol), el liquido

viscoso amarillento obtenido, fue mezclado con acetona en proporcidn 1:5 v/v promoviendo la
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cristalizacidn, se dejé cristalizar a la temperatura indicada (se probaron desde temperatura
ambiente hasta en congelacidn a -22 °C). Formados los cristales se procedio a filtrar a vacio con
filtro de placa porosa (N° 3), el compuesto obtenido (polvo blanco) fue secado a vacio por 48 h.
Los rendimientos fueron determinados por la relacidn entre pesos y el reactivo limitante

(ecuacion 4.1).

ECUACION 4.1:

PMp,

% R=
MuRl

x100
Donde: % R = rendimiento en porcentaje, Do= Disal obtenida, PM= Peso Molecular, Mu= Moles

usados, Rl= Reactivo limitante.

El compuesto se analizdé por RMN para la verificacién de su pureza. Se realizaron otras pruebas

como la determinacién del punto de fusién y capacidad de absorcidn de agua (CAA).

4.3.2. Sintesis Disal 2: Cloruro de 1,3 (bis)trimetilamonio-2-propanol.

La sintesis siguid el procedimiento similar a la disal anterior, cambiando la solucién etandlica de
trietilamina 4,2 M por una solucion de trimetilamina con la misma molaridad (E-TMA). La
temperatura de reacciéon fue 70 °C y se probaron también distintas proporciones
estequiométricas (p/p) entre los componentes, tiempos de reaccién y temperaturas de
cristalizacidn para lograr las mejores condiciones de sintesis. Formados los cristales se filtré a
vacio con filtro de placa porosa (N°3), el compuesto se secé al vacio (48 h). Se determinaron los
rendimientos de la reaccidon de sintesis segun la ecuacidn 4.1. El compuesto se analizd por RMN,

se le determino el punto de fusidn y la capacidad de absorcién de agua.

4.3.3. Caracterizacion de Disales
4.3.3.1. Resonancia Magnética nuclear (RMN).

Técnica y equipo descritos en el item 3.1.1.2. Se realizd el andlisis sobre muestras de los
compuestos sintetizados y los DES’s, con diferentes solventes deuterados: cloroformo (CDCls),
metanol (MeOD), agua (D20), dimetil sulféoxido (d-DMSOQ). Las RMN se analizaron con el

programa MestRenova, donde a través de la identificaciéon de las sefiales del espectro se
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confirmé la presencia del compuesto y si este estaba acompaifiado o no de compuestos no

deseados que afectaran su pureza.

4.3.3.2. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR).

Las muestras obtenidas se dispusieron en el equipo FT-IR y se analizaron por reflectancia total
atenuada (ATR). El programa Spectra Manager se utilizé para realizar el andlisis de los espectros

obtenidos con sus respectivas sefiales caracteristicas.
4.3.3.3. Punto de fusién (pf)

Se dispuso una cantidad de muestra del compuesto en el tubo capilary se llevé al medidor donde
se determiné la temperatura de fusién, los ensayos se hicieron por triplicado en dos equipos

diferentes (Fisherbrand y el Gallenkamb).

4.3.3.4. Capacidad de absorcion de agua (CAA)

Entre 150 y 300 mg de muestra de cada uno de los materiales en estudio (previamente secados
al vacio) se dispusieron en viales tarados y se le realizd seguimiento diario del peso (entre 7y 15
dias). El estudio se realizé por duplicado. Se calculé el porcentaje de agua absorbido a través de

la ganancia de peso de las muestras.

A la muestra con mayor CAA, se le realizo una prueba con mayor cantidad de muestra (120 g)
en un cristalizador de mayor tamafo, donde se sometid a seguimiento diario de ganancia de
peso hasta peso constante. Posteriormente se procedid a recuperar el agua absorbida mediante

una destilacidn y se valoré nuevamente la CAA.

4.3.4. Escalado de la produccion de las disales

Las disales sintetizadas y estandarizadas se sometieron a un proceso de escalado en un reactor
de 5 L con camisa y sistema de agitacion rotatorio motorizado con una barra agitadora de PTFE.
Se realizaron varios lotes de produccién para obtener las cantidades de compuesto deseado.
Para calentar el reactor se utilizé una mezcla de etilenglicol:agua en proporcién 70:30 v/v en un
bafio de termostatico de B.Braun (bafio 1). Se utilizé un bafio termostatico Polyscience (bafio 2),
conectado a un condensador, en el que se empled agua (17 - 21 °C) como liquido refrigerante.
La reaccidn se dividio en dos partes. En la primera parte se fijé la temperatura del bafio 1 en 0
°C para el procedimiento de mezcla de compuestos. A 1 L de E-EtsN o E-TMA se le adicionaron
gota a gota 100 mL (para D1) o 200 Ml (para D2) del alcohol clorado con agitacion constante,
posteriormente se adiciono 1,5 L (para D1) 0 2,5 L (para D2) de metanol también gota a gota (las

cantidades descritas son aproximadas puesto que en cada lote de produccion se calculaban en
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funcién de la Solucién 4,2 M que se tenia disponible). La velocidad de mezcla de compuestos,
temperatura y tiempo de reaccién se realizé segun lo descrito anteriormente para el
(procedimiento en 4.3.1 y 4.3.2. En la segunda parte, adicionados todos los compuestos de la
reaccioén se procedio a subir la temperatura a 70 0 80 °C (dependiendo si correspondiaala D1 o
D2 respectivamente) y la reaccidn se mantuvo con agitacidon constante a esta temperatura
durante 48 h. Pasado el tiempo de la reaccidn, se acoplo un sistema de destilacién al reactor,
para recuperar el mayor volumen de solventes y ahorrar tiempo en la evaporacién. Se recuperé
el producto sintetizado y se termind de evaporar el solvente en un evaporador rotatorio a 40 °C
y la presiéon indicada para cada solvente (246 y 180 mbar para el metanol y etanol
respectivamente). Al producto sintetizado sin cristalizar, se adiciond acetona en exceso (1:5 v/v)
3,5 L (aproximadamente, para cada lote se calculé la cantidad) y se cristalizo a las temperaturas
correspondientes (-22 °C para la Disall y T amb para la Disal2), posteriormente se filtrd, secoy

caracterizo segun los parametros ya mencionados (4.3.1y 4.3.2).

4.3.5. Sintesis de solventes eutécticos (DES’s) y escalado.

Se sintetizaron solventes eutécticos (DES’s) tipo Il a partir de las sales de amonio sintetizadas
anteriormente (disales). Las disales sintetizadas fueron los aceptores de hidrégeno (HBA's) y
como donantes de hidrégeno (HBD’s) se usaron distintos tipos de compuestos orgdnicos como

amidas, acidos carboxilicos o polialcoholes con grupos hidroxilo (136) mostrados en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Compuestos usados como HBA y HBD en la sintesis de DES's.
Componente | Tipo de compuesto Nombre del compuesto CAS
Cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol No reportado

HBA Sales de amonio
Cloruro de 1,3 (bis)trimetilamonio-2-propanol | No reportado

Acido citrico 77-92-9
Acido lactico 79-33-4.
Acido organico
Acido levulinico 123-76-2
HBD Acido oxdlico 144-62-7
Etilenglicol 107-21-1
Alcohol Dietilenglicol 111-46-6
Glicerol 56-81-5
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Polimero Maltodextrina 9050-36-6
Amida Urea 57-13-6

Lactona Gamma valerolactona 108-29-2

Se ensayo la sintesis de DES’s mezclando los compuestos HBA’s y HBD’s a distintas temperaturas
(90, 100 0 110 °C) y concentraciones (1:1, 1:2, 1:5, 1:10) con agitacidn constante. La formacion

de un liquido homogéneo indico la formacién del DES’s.

Los DES’s obtenidos fueron sometidos a un proceso de escalado, para obtener un volumen de
300 mL. Se usaron entre 100 a 500 g de los componentes (HBA y HBD), puesto que se manejaron
diferentes relaciones estequiométricas (entre 1:1 a 1:10, HBA:HBD respectivamente). Se uso un
reactor de 1 L o en balones de 500 mL en bafio de aceite (en funcién del volumen empleado).
Los compuestos a mezclar se calentaron lentamente con agitaciéon constante, hasta la mezcla
homogénea de ambos compuestos. Posteriormente se calculd el rendimiento (relacidn entre el
peso inicial de los compuestos y el final) y los DES’s fueron sometidos a pruebas de

caracterizacioén.

4.4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.4.1. Sintesis y caracterizacion de especies aceptoras de hidrégeno (HBA).

Usualmente las sales de amonio funcionan como aceptoras de enlaces de hidrégeno (HBA's).
Dentro de las sales de amonio la mds usada y conocida es el cloruro de colina (ChCl), también
llamado cloruro de 2-hidroxietil-trimetilamonio (131,133,135,136), comUnmente usada para la
sintesis de los DES’s. El ChCl actia como HBA y es uno de los cationes no téxicos mds barato
encontrado y puede obtenerse de manera natural (128,203). En esta tesis se han sintetizado dos
nuevas disales de amonio que pueden tener las mismas propiedades del ChCl y generan otras

alternativas a las escasas fuentes de cationes no téxicos que se reportan hoy en dia.

Las dos nuevas sales de amonio (no reportadas anteriormente en la literatura) sintetizadas
fueron: Cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol (Disal 1) y Cloruro de 1,3

(bis)trimetilanonio-2-propanol (Disal 2), a partir del derivado del glicerol 1,3 dicloro -2-propanol.

Los compuestos obtenidos (Disal 1 y Disal 2) cumplen con los requisitos para ser buenos HBA.

Se ha descrito que las moléculas que pueden establecer un gran numero de enlaces de
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hidrégeno son potenciales HBA y en consecuencia pueden ser usados para la sintesis de los
DES’s, debido a que estos tipos de enlaces son clave para la formacion estos solventes. En parte,
porque comunmente los DES’s se forman por la complejacion entre el HBA y HBD estabilizada
por la deslocalizacidn de la carga entre el anidn y el HBD, todo ello como resultado de la mezcla
por la formaciéon de puentes de hidrégeno (204). La fuerza de los enlaces de hidrégeno formados
entre los HBA y HBD es muy importante. Segun Schwobel y colaboradores (2009) quienes
realizaron un estudio mediante un modelo quimico cuantico, para predecir la fuerza del HBA y
encontrando que las aminas son los grupos HBA mas fuertes, seguidos por los alcoholes y éteres
(205,206). Los fenoles y anisoles son grupos aceptores con una fuerza moderada mientras que
los grupos funcionales unidos a sistemas aromaticos poseen HBA mds débiles que los grupos
alifaticos. Los atomos de carbono insaturado, halégenos y la mayoria de los grupos de azufre
son grupos HBA débiles (205,206). A continuacidn, se describe la sintesis de los nuevos

compuestos y potenciales HBA's.

4.4.1.1. Cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol (Disal 1).

El esquema de sintesis del cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol (Disal 1), se muestra en

la Figura 4.1.
Cl
Cl J
oH —OH
+
) Agltac:|on
cl constante CI
80 °C
t: 24,48,72 h J
1 2 3

Figura 4.1. Esquema de sintesis del Cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol (Disal1). Donde:
(1): 1,3dicloro-2-propanol. (2): Soluciéon etandlica de trietilamina 4,2 M. (3): Compuesto

sintetizado Disal 1.

La molécula sintetizada (3) posee en su estructura 2 aniones (Cl-), con lo cual puede desarrollar
hasta 8 enlaces con hidrégeno, el doble que el ChCl que solo tiene un Cl- y puede desarrollar

cuatro enlaces de hidrégeno (207). También posee dos iones provenientes de las sales de
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amonio cuaternario como componente catidnico (NH4*). El nitrégeno (N+) al pertenecer al grupo
5 de la tabla periddica, es un elemento quimico que recibe electrones facilmente, considerado
altamente electronegativo, que aporta a la estabilidad de los complejos formados. Ademas, el
grupo OH cuyo oxigeno también es electronegativo puede incentivar la formacidn de enlaces de

hidrégeno entre las moléculas.

Se realizaron ensayos con diferentes variables como la relacién (p/p) entre el 1,3-dicloro-2-
propanol (1) y la solucidn de trietilamina etandlica 4,2 M (2), el tiempo de reaccién y la
temperatura de cristalizacion. La temperatura de reaccion fue de 80 °C. Los rendimientos se
calcularon con la Ecuacidon 4.1 descrita en métodos. Las condiciones de reaccidon ensayadas se

muestran en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Condiciones de reaccidn utilizadas en los ensayos para la sintesis de la Disal 1: Cloruro

de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol.

Ensayo Relacion molar Tiempo de reaccion Temperaturade Rendimiento

(1):(2) (h) cristalizacion (°C) (%)
AO 1:2 24 25 30
Al 1:2 24 -22 34
A2 1:2 48 -22 39
A3 1:2 48 25 37
A4 1:4 24 -22 68
A5 1:6 48 -22 73
A6 1:4 48 -22 83
A7 1:3 24 -22 57
A8 1:3 48 -22 78

Donde: (1) es 1,3-dicloro-2-propanol y (2) soluciéon de trimetilamina etandlica 4,2 M

Como se observa en la Tabla 4.2., los mayores rendimientos se produjeron con relaciones
molares de 1:3, 1:4 y 1:6 con 48 h de reaccidn. De igual manera, la temperatura de cristalizacion
que produjo el mayor rendimiento de producto fue en congelacién a -22 °C. Las caracteristicas

fisicas del compuesto fueron: sélido blanco higroscépico, tipicas de este tipo de cloruros (202).
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Las pruebas de solubilidad realizadas para determinar el solvente a usar en RMN, mostraron que
la Disal 1 es soluble en agua, metanol, cloroformo y dimetilsulféxido (DMSO) e insoluble en
acetona. Considerando caracteristicas como: la pureza del compuesto, el rendimiento obtenido
y el menor gasto de insumos, se decidieron las condiciones para realizar el proceso de escalado

de produccion del compuesto deseado.

v" RMN

Todos los compuestos obtenidos en cada ensayo fueron valorados por RMN (Anexos: Espectros
RMN: Figuras A1-A7). En los espectros se identificaron las sefiales que indicaban la presencia del
compuesto y pureza. En las Figura 4.2. se muestran los espectros correspondientes a los ensayos

Al y A6 respectivamente para la sintesis de la Disal 1.
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Figura 4.2. Espectros *H-RMN de los productos obtenidos en los ensayos para la sintesis de la
Disal 1, espectro superior (a): Ensayo Al (relacién molar (1) y (2): 1:2, T: 80 °C, t: 24 h) y espectro
inferior (b): ensayo A6 (relacion molar (1) y (2): 1:4, T: 80 °C, t: 48 h).

En la parte a de la Figura 4.2 se observa el espectro correspondiente al producto obtenido en el
ensayo de sintesis Al de la Disal 1 relacién molar 1:2, T: 80 °C, t: 24 h. En éste se pueden
identificar algunas sefiales relacionadas con la estructura molecular de este compuesto (3). La
sefal mds grande alrededor de 1,4 ppm y el triplete ubicado en 5 ppm se pueden asignar a los
CHs de la molécula y al carbono enlazado con el OH respectivamente. Hay presencia de otras
sefales que pueden corresponder a impurezas, es el caso de las sefiales posteriores a 7 ppm y
distintas sefiales pequefias cercanas al 3 ppm, que pueden corresponder a sales (sales de amina
no reaccionante) o los isdmeros de la molécula de la disal 1. En este ensayo Al el rendimiento
de la reaccién estuvo solo entre el 30 y el 39 %, principalmente debido al tiempo de reaccidén,
que implica un rendimiento pobre, ademds el espectro no muestra una sefial limpia del
compuesto, lo que implica presencia de compuestos sin reaccionar. En la parte b de la Figura
4.2. se muestra el espectro RMN del ensayo A6 (relacion molar 1:4, T: 80 °C, t: 48 h). Las sefiales
mostradas por muestran un compuesto mas puro y con un espectro mas limpio, puesto que se
ven claramente las sefiales que coinciden con el compuesto y no se ven impurezas como en el
caso del espectro en la parte superior. En el espectro del ensayo A6, se ve claramente el triplete
a 5 ppm se puede asignar al CH del carbono que esta enlazado con el OH. Y las sefiales entre 3,3
y 3,6 ppm se pueden asignar a los CH, de la molécula. Ademas, de la sefal apantallada por los
Cl- ubicada en 1,4 ppm que corresponde a los CHs de la molécula de la Disal 1. Este ensayo
también tuvo los rendimientos mas altos (>80 %). La relacion entre el alto porcentaje de
rendimiento y las sefiales propias de este compuesto definidas en los espectros, hizo que las

condiciones del ensayo A6, fueran las seleccionadas para el escalado.

44.1.2. Cloruro de 1,3 (bis)triemetilamonio-2-propanol (Disal 2)

La ruta de sintesis de la Disal 1: Cloruro de 1,3 (bis)trimetilamonio-2-propanol se muestra en la

Figura 4.3.
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Figura 4.3. Esquema de sintesis del Cloruro de 1,3 (bis)trimetilamonio-2-propanol (Disall).
Donde: (1). 1,3dicloro-2-propanol. (4). Solucién etandlica de trimetilamina 4,2 M. (5):

Compuesto sintetizado Disal 2.

Esta nueva molécula sintetizada (5), también posee en su estructura 2 aniones (Cl-), 2 cationes
(N+) y un grupo OH. Por lo que tedricamente posee los grupos HBA fuertes que pueden
desarrollar diversos enlaces de hidrégeno (hasta 8 enlaces por parte de los aniones) (205,206).
Ademas, posee elementos electronegativos como los N+, que aporta estabilidad a los complejos
formados y el grupo el grupo OH que puede incentivar la formacién de enlaces de hidrégeno
entre las moléculas (207). La diferencia con el anterior compuesto es debida a los compuestos
reaccionantes y sus cadenas hidrocarbonadas unidas a la amina. En la primera disal se parte de

una amina donde el N esta unido a 3 grupos etilo, y en el segundo a 3 grupos metilo.

Para la sintesis de la Disal 2, también se realizaron ensayos con distintas proporciones de los
compuestos involucrados en la sintesis. (1) 1,3-dicloro-2-propanol y (4) solucién de
trimetilamina etandlica 4,2 M y el tiempo de reaccidn. Para este compuesto la cristalizacién
desde el primer ensayo se dio de manera espontanea al adicionar la acetona a temperatura
ambiente (aproximadamente 25 °C), motivo por el cual esta no fue una variable a ensayar.
Muchos aspectos pueden influir en la cristalizacion (condiciones fisicas, quimicas y hasta
bioldgicas) y es dificil discernir cudl de las variables determiné el momento de cristalizacion

(temperatura, pH, presidn, campos magnéticos y eléctricos, saturacidn, etc) (21).

La temperatura de reaccion fue de 70 °Cy la proporcidon de compuestos ensayada, el tiempo de
reaccion y los rendimientos obtenidos se muestran en la Tabla 4.3. Los rendimientos se

determinaron segln la ecuacion 4.1. descrita en los métodos
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Tabla 4.3. Condiciones utilizadas en los ensayos para la sintesis de la Disal 2: Cloruro de 1,3

(bis)trimetilamonio-2-propanol. Temperatura de sintesis 70 °C y cristalizacién a 25 °C.

Ensayo Relacion molar Tiempo de Rendimiento
(1):(4) reaccion (h)* (%)
B1 1:2 24 65
B2 1:2 48 99
B3 1:4 24 94,5
B4 1:4 48 98
B5 1:4 72 98
B6 1:6 24 2,2
B7 1:6 48 1,2
B8 1:6 72 1,5
B9 1:8 24 6,8
B10 1:8 48 100
B11 1:8 72 100

Donde: (1) es 1,3-dicloro-2-propanol y (4) solucién de trimetilamina etandlica 4,2 M

*Posterior al tiempo de reaccidn la cristalizacion a temperatura ambiente (25°C aproximadamente).

Como se observa en la Tabla 4.3. con las condiciones de sintesis B2, B3, B4, B5, B10 y B11 se
obtienen rendimientos mayores >90 %. Segun Garcia Calvo-Flores y su tabla de eficiencia de las
reacciones segun el porcentaje de rendimiento estos resultados se consideran excelentes para
las reacciones de sintesis (208). Los rendimientos altos sugieren una reaccion eficiente al igual
que la pureza determinada con el analisis RMN. En todos los ensayos se obtuvo un compuesto
con las siguientes caracteristicas: sélido, blanco cristalino, higroscépico, tipicos de este tipo de
cloruros (202), soluble en agua, metanol, cloroformo e insoluble en acetona y DMSO. Para este
caso, el principal criterio a considerar para elegir las condiciones de reaccién a escalar, es
escoger aquella que implique ahorro de reactivos, puesto que los rendimientos han sido

excelentes.

v" RMN
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Todos los compuestos obtenidos en ensayos realizados para la sintesis de la Disal 2, fueron
analizados por RMN (Anexos: Espectros RMN, Figuras A8-A13). En la Figura 4.4. podemos

observar el espectro correspondiente al ensayo B2 para la sintesis de la Disal 2.

Disal 2 -B2 o
o el T e
—N N—¢ -
! \ Cl 500
—— A 800

700
600
500
400

O 300

200

100

~-100

3.9 3.8
f1 (ppm)

Figura 4.4. Espectro H-RMN del compuesto obtenido en el ensayo B2 (relacién molar entre (1)
y (4): 1:2, T: 70 °C, t: 48 h) para la sintesis de la Disal 2 (5), con las sefiales caracteristicas para la

molécula. Amarillo (C1), naranja (C2 y C3) y verde corresponde a los metilos (Cy C’)

En la Figura 4.4. evidenciamos el espectro de *H-RMN realizado con D0 para la Disal 2, el cual
es acorde con lo esperado para la estructura de la molécula. El triplete a 4,9 ppm corresponde
al CH del carbono enlazado con el OH. Y las sefiales entre 3,45 y 3,65 ppm se pueden asignar a
C2 y C3, es decir a los CH,. Ademas, la sefial en 3,3 se identifica como la correspondiente a los
CH; (metilos). Teniendo en cuenta las sefales claras mostradas por el espectro la pureza
mostrada por el compuesto en este ensayo (ensayo 2, relacion molar 1:2, t: 48 h) se seleccioné
como el mas apropiado para escalar, ademas de contar con un rendimiento excelente (99 %)

casi cuantitativo para la sintesis de la Disal 2.

Los demas ensayos realizados para la sintesis de la Disal 2, también fueron analizados pro RMN

identificando en todas las sefiales caracteristicas del compuesto que fueron integradas para su
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corroboracidn con el nimero de protones. En la Figura 4.5., se observa otro espectro de estos

ensayos, esta vez correspondiente al ensayo B10.
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Figura 4.5. Espectro *H-RMN del ensayo B10 para la sintesis de la Disal 2 (relacidn molar entre

(1) y (4): 1:8, t: 72h; 100 % R).

Como se observa en la Figura 4.5., el espectro contiene sefiales similares a las vistas
anteriormente para la Disal 2, salvo por la presencia de unas pequefias sefiales extra en la zona
de 1 a 3 ppm. La presencia de otras sefiales usualmente denota impurezas, que, para este caso,

pueden provenir del exceso de trietilamina no reaccionante por las proporciones manejadas.

Por otro lado, los andlisis de las RMN denotaron que todos los ensayos obtuvieron el compuesto
deseado, pero el ensayo a escalar se eligié teniendo en cuenta el espectro, el rendimiento, pero

sobre todo el gasto de insumos y energia. Para la disal 2, el ensayo seleccionado fue el B2.

4.4.1.3. Caracterizacién las Disales

Uno de los objetivos de los nuevos compuestos sintetizados (Disales 1y 2) es su uso como HBA.
La caracterizacidn es parte importante de la identificacion de un compuesto por esto se usaron

métodos como RMN (descrito anteriormente), FT-IR, CCA y pf.

109



4.4.1.3.1. FT-IR

Los resultados de los ensayos de la sintesis de las disales se analizaron por FT-IR y los espectros
obtenidos se procesaron con el programa Spectra-manager. En los Anexos se presenta la Tabla
A3 de asignaciones de las sefales mds comunes de los grupos funcionales y enlaces de los
compuestos de los espectros de FT-IR en relacion a la longitud de onda (cm™) (167,194,209—
212). Las sefiales mostradas en los espectros FT-IR corresponden por definicion a los
movimientos de los d4tomos de las moléculas y sus enlaces. Hay 6 tipos de movimientos
principales correspondientes a vibraciones de estiramiento (ve), que pueden ser simétricas o
asimétricas y vibraciones de flexidn (vf) que pueden ser de tijera, balanceo, meneo o torsidn
(213). En la Figura 4.6. se observan los espectros FT-IR de las nuevas sales de amonio

sintetizadas, la Disal 1 y la Disal 2.
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Figura 4.6. Estructura y espectro FT-IR de las Disal 1 (verde) y Disal 2 (azul) con las zonas de los
enlaces demarcadas. Franja azul: enlace simple O-H, N-H, C-H; franja naranja: dobles enlaces y
franja sin color (menos de 1500 cm™) zona de la huella dactilar de los compuestos (enlaces

simples C-C, C-O, C-N).
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En la Figura 4.6., se identifican las sefiales caracteristicas para la molécula de la Disal 1 (D1) y
Disal 2 (D2), que poseen un O-H y 2 aminas con sus enlaces C-N. En este espectro se evidencian
las sefiales de la ve del O-H alrededor de 3395y 3476 cm™ para la D1y D2 respectivamente. Las
bandas en la regién de 3700-3100 cm™ pueden atribuirse tipicamente a las diversas ve del
hidroxilo (O-H) lo cual ya ha sido descrito por varios autores (194,211,213,214). Ambas disales
muestran la sefial alrededor de 1636 cm™ correspondiente a la v simétrica de flexién del N-H,
en 1391y 1370 cm™ la v de torsidn del enlace C-N (211) para la D1 y D2. Ademds, se evidencian
las sefiales en 1094 cm™ correspondientes a la ve asimétrico del enlace C-N (amina alifatica) y
en 3000y 2981 cmpara la ve asimétrico y simétrico de los -CHsz para ambas disales. Para la D1,
las sefiales en 2900 y 2898 cm™ son asociadas al ve simétrico y asimétrico del grupo -CH, y la

ubicada en 1492 cm™es la sefial de v deformacion del -CH,. (194,211,213,214).

4.4.1.3.2. Punto de fusion nuevas Disales (HBA’s) sintetizados

Dentro de los compuestos usados como HBA’s las sales de amonio son muy usadas
principalmente en la sintesis de algunos tipos de DES’s. Las mas conocidas son el ChCl
principalmente, pero también otros cloruros como el de tetrametilamonio, metiltrioctilamonio,
dodeciltrimetilamonio, tetraetilamonio y tetrabutilamonio. Ademas de bromuros como el de
tetrabutilfosfonio, tetraetilamonio y tetrapropilamonio (215). En general, la mayoria de Las sales
de amonio tienen puntos de fusidén mas altos en comparacion con otro tipo de compuestos y

practicamente no tienen olor (216).

Para medir el punto de fusidn se utilizaron 2 equipos disefiados para esto, el llamado
Gallenkamb y Fisherbrand. La diferencia entre uno y otro es que el primero es un equipo muy
antiguo (basico y de menor tecnologia) y el otro es un equipo nuevo. Las medidas se realizaron
por triplicado, danto como resultado el promedio (que para estos casos fue el mismo). Con el
equipo de Gallenkamb, el procedimiento consistié en poner la muestra en el vial capilar, ponerla
en el espacio destinado para lectura del equipo y luego activar la subida de temperatura e ir
mirando por el visor el momento en que se ve la primera gotilla fundida del compuesto e
inmediatamente revisar la temperatura que era marcada en un termémetro de mercurio con
capacidad hasta de 300 °C (Se utilizo este termdmetro porque normalmente las sales de amonio
tienen puntos de fusién mayor a 200 °C). Una vez tomada la temperatura, se debia dejar enfriar
el equipo y luego volver a repetir la medida, con otro capilar, normalmente el equipo se enfriaba
en varias horas, por lo que las medidas se realizaron una vez al dia hasta tener 3 para cada

compuesto. El punto de fusidn del HBA mas usado cominmente, el ChCl es de 302 °C, otras sales
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de amonio poseen puntos de fusion mucho mas altos como el cloruro de tetrametilamonio cuyo
punto de fusién es de 425 °C. Con el equipo de Fisherbrand no era necesario el uso de un
termémetro, puesto que este digital y tiene una pantalla digital donde puedes indicar la ratio de
temperatura y guardar los datos cuando tomas la medida. En este equipo, las 3 muestras de
cada compuesto se midieron al tiempo, colocando cada una en un capilar y se introdujo en el

equipo y se midid la temperatura de fusion.

El promedio de los puntos de fusién medidos para cada compuesto en ambos equipos fue de
235 °C para la disal 1y 255 °C para la disal 2. Estas medidas estan dentro del orden normal para
este tipo de compuestos, comparados con el ChCl son puntos de fusion mas bajos. También son
mas bajos el punto de fusién del bromuro de tetraetilamonio (286 °C) y el bromuro de
tetrapropilamonio (266 °C). Sin embargo, estos puntos de fusién son mas altos que el bromuro

de metiltrifenilfosfonio (234 °C).

4.4.1.3.3. Capacidad de absorcidn de agua (CAA)

La capacidad de absorcién de agua es una caracteristica muy valorada para algunos compuestos,
puesto que la extraccién de agua del aire es una prometedora forma de suministrar agua dulce,
especialmente en regiones remotas y aridas que carecen de suministro hidrico (217). Hoy en dia
existen diversos materiales que son capaces de absorber agua del ambiente, pero estos suelen
ser costosos.

Los compuestos (HBA’s) sintetizados son altamente higroscdpicos, uno de los motivos por los
cuales se puso a prueba su CCA. Se realizaron ensayos poniendo en un vial una cantidad
determinada de cada compuesto y dejandolo destapado en ambiente controlado (temperatura
25 °C y humedad relativa 50 %), conseguimiento diario de peso durante 15 dias. El porcentaje
de absorcién de agua se calculd por diferencia de pesos. Los resultados de los ensayos realizados

durante 15 dias se muestran en la Figura 4.7.
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Figura 4.7. Porcentaje de absorcion promedio de agua obtenidos por la Disal 1 (ensayo y
duplicado, azul claro y oscuro, respectivamente) y la Disal 2 (ensayo y duplicado, naranja y

amarillo respectivamente) durante 15 dias.

Como se observa en la Figura 4.7., la absorcién de agua por parte de la Disal 2 es mas del doble
gue la de la Disal 1. Y el mayor porcentaje de absorcién de agua para ambas disales se da en los
2 primeros dias. Luego del tercer dia la absorcidn de agua cae a 1 % tanto en la Disal 1 como en
la Disal 2. Para el cuarto dia la absorcién de agua de la Disal 2 es cercana a O (los valores estan
alrededor de 0,0097 y por debajo) y asi se mantiene hasta completar los 15 dias. Mientras que
la Disal 1 parece absorber un porcentaje de agua cercano al 1 % hasta el 8 dia que es cuando los
valores disminuyen hasta convertirse en 0 % también en el dia 10. Con estos ensayos queda
claro que la Disal 2 absorbe mayor cantidad de agua que la Disal 1. Ademas, durante los primeros
8 dias se mantiene la absorcion de agua por parte de los compuestos, pero es en los primeros 3
dias que se absorbe la mayor cantidad de agua (95 % aproximadamente) que pueden absorber
estas Disales. En la Tabla 4.4., se muestran los valores totales de absorcién de agua obtenidos

en estos ensayos.

Tabla 4.4. Porcentaje de absorcion de agua (% R) para las disales sintetizadas: Disal 1: cloruro de
1,3 (bis)trimetilamonio-2-propanol y Disal 2: cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol

(desviacion estandar (s.d)., n=2).

Disal % R Absorcion de H,0 s.d.
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1 8,97 0,06
2 14,44 1,18

La Disal 2 presenta mayor porcentaje de absorcidn de agua en comparacion con la Disal 1, casi
del doble, es decir que la Disal 2 podria tener mayor potencial de CCA. Los compuestos como las
sales higroscdpicas pueden ser incorporados en matrices (de materiales como alginatos) que
permitan recoger de manera mas estable el agua absorbida. Como lo evidencié el estudio de
Kallenberger y colaboradores (217) que uso sales de cloruro de calcio incorporadas en una
matriz derivada de alginato, con la que obtuvo perlas esféricas del compuesto con el agua
incorporada (217). Los usos de los materiales con CCA deben cumplir con tres aspectos
importantes: el material tiene que adsorber o absorber grandes cantidades de agua con
respecto al peso y/o volumen, la captacion de agua debe ser posible a humedad relativa baja, y

el agua debe ser liberada a bajas temperaturas (217).

Para verificar el potencial de la Disal 2 para absorber agua, se sometid a seguimiento individual
durante 15 dias, con una superficie de exposicion mayor. Se sabe que la dindmica de equilibrio
del agua (por ejemplo, la difusividad), asi como la dindmica colectiva de los enlaces de
hidrégeno) y las interacciones que media estan a su vez influidas por la superficie (218).

En la Figura 4.8, se muestran los resultados de los 15 dias de seguimiento. El porcentaje de

absorcion de agua (CCA %) se graficd en relacidn con el tiempo.
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Figura 4.8. Porcentaje de absorcién de agua Disal 2 durante 15 dias. Los colores corresponden

al ensayo y su duplicado (Azul y naranja respectivamente).

En este ensayo la Disal 2 absorbié en total un 37,3 % de agua (n=2, s.d. = 4,35). Es decir, en total
paso de 14 a 37 %. Como se evidencia en la Figura 3.6. durante primeros 5 dias se absorbe agua
y la mayor cantidad de agua durante los primero 3 dias, a partir de los cuales el porcentaje
absorbido es minimo. El aumento del porcentaje de absorcidn de agua, al aumentar su superficie
de exposicion al ambiente, concuerda con lo mencionado por Monroe y colaboradores (218)
que al exponer mayor superficie del compuesto higroscdpico ayuda a mayor absorcion de agua.
La absorcion de agua fue evidenciada ademas del diferencial gravimétrico por el cambio de

estado del compuesto, ya que paso de ser un sélido blanco a un liquido transparente.

El compuesto liquido obtenido se sometid a destilacion, esto para evidenciar la posibilidad de
recuperacion util del agua absorbida (desorcidn). Para esto se utilizd un sistema de destilacién
(Figura 4.9.). La destilacién permitié recuperar un 36,2 %, es decir que de los 44 g de agua

absorbida por la Disal 2, se recuperaron 16,3 g.
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Figura 4.9. Montaje de destilacidon usado para extraer el agua absorbida por la Disal 2.

Una las caracteristicas importante para los compuestos que pueden absorber agua, es que
tengan buena permeabilidad al vapor, que el agua recogida pueda liberarse a maximo 100 °C
(puesto que potencialmente permitiria una aplicacidn con energia solar) y que posean una ruta
sintética con materiales baratos, no téxicos y de facil acceso (217). Las dos ultimas podrian ser
valoradas para el compuesto sintetizado ya que proviene de un derivado del glicerol que puede
ser extraido de residuos de la agroindustria. Ademas, el agua absorbida por la disal 2 puede
liberarse a temperaturas alrededor de 100 °C, estas temperaturas podrian ser proporcionadas
por radiacién solar o por ejemplo, tubos solares de vacio (217).

De la destilacién se obtuvo una parte de Disal 2 diluida en agua (D2+H,0) que no destilo y la
fraccion del destilado (agua). La parte de D2+H,0 se sometid a la misma prueba de absorcién de
agua y fue capaz de reabsorber otro 10 % de agua. Es decir que este compuesto podria llegar a
absorber alrededor de un 46 % de agua en total con porcentaje de recuperacion del 35 % en
humedades relativas entre el 60-100 %. El hecho de que absorba agua en humedades relativas
media-altas, seria un aspecto negativo para su uso en lugares aridos, al igual que en otros
compuestos que han reportado captacion de mucho mayor pero por encima del 50 % de

humedad relativa (217).

4.4.1.4. Escalado de las mejores condiciones de sintesis para la produccién de

las disales.

Las nuevas disales sintetizadas fueron escaladas en un reactor de 5 L, para obtener al menos 1
Kg de cada disal (para las pruebas de sintesis de los DES'’s). Los ensayos seleccionados para el
escalado fueron para la D1 el A6 y para la D2 el B4, en estos ensayos inicialmente se habian 11
y 10 g respectivamente. Para el escalado de la Disal 1 se usaron las condiciones de sintesis del
ensayo A6 (relacion molar (1) y (2): 1:4, T: 80 °C, t: 48 h). Para la Disal 2 se usaron las condiciones
del ensayo B2 (relacién molar entre (1) y (4): 1:2, T: 70 °C, t: 48 h). El montaje usado para la

produccién en mayor escala se muestra en la Figura 4.10.
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Figura 4.10. Foto del montaje usado para el escalado de la produccidn de las Disales 1y 2.

El reactor con camisa usado fue cuidadosamente limpiado para cada cambio de producto a
sintetizar al igual que la barra agitadora de pala basculante de PTFE. La mezcla de solventes que
envolvia la camisa fue etilenglicol:agua en proporcién 70:30. La temperatura del bafio 1 se
mantuvo en -10 °C en la primera parte de la reaccién que requeria la mezcla de los compuestos
reactantes y en 80 °C en la segunda parte (sintesis por 48 h). El sistema de reflujo se llevo a cabo
conectando el condensador al bafio 2 (el solvente usado fue agua), en el controlador se limito la
temperatura a la que se deseaba tener el sistema (10 0 17 °C segun la estacion del afio en la que

se realizaron los ensayos).

Los rendimientos obtenidos de los ensayos de escalado se calcularon segun la Ecuacién 4.1.y se
realizaron en varios lotes de produccidn, la pureza de los compuestos también fue valorada con

los espectros de RMN. Los resultados se pueden observar en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Escalado de produccién de las disales 1y 2.

Disal Lote Cantidad obtenida (g) Rendimiento (%) Cantidad total
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Sintetizada (g)

1 288,33 86,46
2 299,85 89,91

D1 1200,41
3 305,32 91,55
4 306,91 92
1 247,21 100

D2 2 540,12 100 1046,51
3 259,18 100

Se escalé en el reactor de 5 Ly se realizaron 4 lotes de produccion de la Disal 1. Los rendimientos
obtenidos estuvieron entre el 86 y el 92 % (y fueron diferentes en los 4 lotes de escalado), siendo
mayores a los reportados inicialmente en el ensayo A6 (83 %). Se obtuvo aproximadamente

1200 g en total de la disal 1 que se usaron para la sintesis DES's.

Para el escalado de la Disal 2 se usaron las condiciones de sintesis del ensayo B4, se realizaron 3
lotes de produccién del compuesto en el reactor de 5 L. Se obtuvo aproximadamente 1050 g de
la Disal 2 en total, que fueron usados para la sintesis DES’s. Los rendimientos del producto

obtenido puro en los ensayos de escalado fueron cuantitativos (100 %).

4.4.2. Sintesis de DES

Se ha definido a los DES’s como una mezcla altamente no ideal de dos componentes
biodegradables (HBA y HBD) asociados con fuertes interacciones de enlace de hidrégeno, que
tendran un punto de fusion inferior a los puntos de fusién del HBA y del HBD. Al ser usualmente
liquidos, los DES’S se puede definir como liquidos producidos por una mayor depresién del punto
de congelacidon (215). Los DES's tienen caracteristicas Unicas que los hacen muy llamativos para
la industria. Primero pueden ser disefiados y ademds a partir de combinaciones de dos
compuestos facilmente biodegradables. Segundo son mas baratos que los solventes
tradicionales y no suelen necesitar purificacion. Ademas, son biocompatibles y biodegradables.
Por estas razones, se ha observado un crecimiento considerable en el disefio y las aplicaciones

de los DES’s (215).

Las aplicaciones de los DES’s son innumerables, estas van desde el uso como solventes, medios

de reaccién, para la extraccion de compuestos y biocompuestos, en cromatografia, hasta la
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aplicacion en procesos biomédicos, donde ya se han usado como vehiculos para el transporte

de medicamentos (133,146).

Entendiendo la importancia de los DES’s en las nuevas necesidades de industrializaciéon. Las
NUEVAS Disales sintetizadas son compuestos que por su estructura molecular se pueden usar
como compuesto aceptor de hidrogeno (HBA). Para la sintesis de los NUEVOS DES's se usaron la
Disal 1 (Cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol) y la Disal 2 (Cloruro de 1,3
(bis)trimetilamonio-2-propanol) como HBA’s. Ademads, se usaron compuestos organicos
tipicamente reportados como donadores de hidrégenos (HBD’s) como el acido citrico, acido
lactico, acido oxadlico, acido levulinico, glicerol, urea, dietilenglicol, etilenglicol y maltodextrina,

para ser mezclados con los HBA’s en distintas concentraciones y tratar de obtener NUEVOS DES’s

4.4.2.1. DES a partir de disal 1.

Para la sintesis de NUEVOS DES'’s se usé la Disal 1 (Cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol)
como HBA y compuestos orgdnicos tipicamente reportados como el acido citrico, acido lactico,
acido oxalico, acido levulinico, glicerol, urea, dietilenglicol, etilenglicol y maltodextrina, como
compuestos donadores de hidrégenos (HBD’s). Los DES’s se caracterizan por formar una red
supramolecular tridimensional mediante enlaces de hidrégeno intermoleculares (219) y son
usualmente liquidos. El procedimiento de sintesis de los DES’s consistid en mezclar la Disal 1
(HBA) con los HBD’s, bajo agitacion constante, a una temperatura indicada hasta la formacion
de un liquido homogéneo. Se realizaron mds de 40 ensayos con distintas mezclas entre la Disal
1y HBD’s. En la Tabla 4.6. se muestran los ensayos realizados y sus condiciones (proporcién p/p,

temperatura y tiempo).

Tabla 4.6. Ensayos para la sintesis de nuevos DES’s usando como HBA la Disal 1, proporciones

de sus componentes, tiempo y temperaturas de reaccion.

Proporcion

Ensayo HBD Temperatura (°C) Tiempo Formacion de DES
HBA:HBD
1-2-3 Acido citrico 1:2 90/100/110 8h NO
4-5-6 Acido citrico 1:5 100 /110 8h NO
7 Acido citrico 1:10 110 8h NO
8-9-10 Glicerol 1:1 90/100/110 8h. NO
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11 Glicerol 1:2 90 15 min. Sl

12 Glicerol 1:5 90 15 min. SI
13-14-15  Acido lactico 1:1 90/100/110 8h NO
16 Acido lactico 1:2 90 15 min. s
17 Acido lactico 1:5 90 15 min. sl
18-19-20 Dietilenglicol 1:1 90/100/110 8h NO
21 Dietilenglicol 1:2 90 15 min. SI
22 Dietilenglicol 1:5 90 15 min. SI
23-24-25  Maltodextrina 1:2, 90/100/110 8h NO
26-27-28 Maltodextrina 1:5 90/100/110 8h NO
29-30-31  Maltodextrina 1:10 90/100/110 8h NO
32-33 Urea 1:2 90 /110 8h NO
34-35 Urea 1:5 90 /110 3h s
36 Urea 1:10 110 3h sl
37 Acido levulinico 1:2 90 8h. NO
38 Etilenglicol 1:2 90 15 min. SI
39 Etilenglicol 1:5 90 15 min. Sl
40-41-42  Acido oxalico 1:2 90/100/110 8h NO
43-44-45  Acido oxalico 1:5 90/100/110 3h. Sl

Subrayados en negrilla las condiciones que obtuvieron formacién de los DES

Como se muestra en la Tabla 4.6. subrayados en negrilla se muestran los 11 DES’s formados a
partir de la Disal 1 como HBA y los HBD's: 4cido lactico, glicerol, dietielenglicol, urea, etilenglicol
y acido oxalico con distintas proporciones (1:2, 1:5y 1:10). Las mezclas con agitacion constante
se sometieron a temperaturas diferentes (de ser necesario) para la formacion del DES. Se
ensayaron hasta 3 temperaturas, se comenzd con 90 °Cy el tiempo de reacciéon fue de 8 h, en el
cual si no se formaba el DES (liqguido homogéneo) se pasd a la segunda temperatura 100 °C. Se
repitié el tiempo de reaccion (8 h) y si no se formaba el DES se pasé a la temperatura de 110 °C
que fue la méxima utilizada en la que se mantuvo las reacciones al menos 8 h. El tiempo minimo
de reaccion de la mezcla con temperatura y agitacion constante fue de 8 h.

Para los 11 DES’s formados la tendencia general que fueron liquidos a temperatura ambiente, si
el HBD que lo conformaba era liquido. Este es el caso de los 2 DES’s formados entre la Disal 1y
los HBD'’s liquidos: glicerol, acido lactico, dietilenglicol y etilenglicol que se formaron en

proporciones 1:5 y 1:10 entre el HBA y HBD. Dada esta tendencia casi todos los DES’s fueron
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liqguidos excepto los formados por urea y acido oxdlico como HBD. Los DES’s formados con urea
como HBD formaron un liquido incoloro homogéneo a temperatura de 110 °C, pero a
temperatura ambiente fueron sdlidos y de color blanco. Por su parte el DES’s formado con acido

oxalico era liquido a temperatura de 110 °C, pero al enfriarse formo un material pastoso.

Como se observa en la tabla, la formacion de los DES’s no se dio entre todas las mezclas del HBA
(Disal 1) y los HBD's. No fue posible la formacién de DES’s con el acido citrico ni la maltodextrina
en ninguna de las 3 relaciones p/p probadas (1:2, 1:5y 1:10) entre el HBA y HBD. Tampoco se
formo entre la Disal 1 y acido levulinico, que pesé a ser liquido no se veia homogéneo. Con el
acido lactico, glicerol, dietilenglicol, urea y acido oxalico, se ensayaron relaciones molares 1:1y
1:2 entre el HBA y el HBD sin obtener formacién de ningun DES. En general no se observaron
cambios fisicos en las mezclas que no se convirtieron en DES, salvo para el acido citrico, donde
en el ensayo con la mayor temperatura (110 °C) y la relacion 1:10 entre HBA:HBD, se manifesto
un cambio de color (de blanco a naranja) y textura (esponjosa) en los productos de la reaccién.
Esto debido posiblemente a que se comenzd a dar una polimerizacién del acido citrico con la
disal. La reacciones de polimerizacién del acido citrico con otros compuestos son usadas para la
obtencidn de polimeros y como materiales adhesivos (220,221). Estas reacciones pueden darse
en un rango amplio de temperaturas que incluye los 110 °C (222). Dada la posibilidad mostrada
por estos estudios, se realizaron una serie de ensayos con el polimero formado como material
adhesivo, consistieron en intentar unir distintos materiales como madera y papel con una capa
del polimero. El resultado de estos ensayos arrojo que el polimero formado no tiene efecto
adhesivo. En algunas mezclas que no llegaron a ser liquidos homogéneos, hubo solubilizacién
parcial de los componentes, pero pasado el tiempo de reaccion a la temperatura constante no

se logré la mezcla homogénea, este fue el caso para la maltodextrina y el cido levulinico.

4.4.2.2. DES a partir de disal 2.

Continuando con los ensayos para la obtencion de NUEVOS DES’s se usé la Disal 2 (Cloruro de
1,3 (bis)trimetilamonio-2-propanol) como HBA y compuestos organicos tipicamente reportados
como el acido citrico, acido lactico, acido oxdlico, glicerol, urea, dietilenglicol, etilenglicol,
maltodextrina y valerolactona, como compuestos donadores de hidrogenos (HBD’s). El
procedimiento de sintesis de los DES'’s consistié en mezclar la Disal 2 (HBA) con los HBD's, bajo
agitacién constante, a una temperatura indicada hasta la formacién de un liquido homogéneo.
Se realizaron mas de 60 ensayos con distintas mezclas entre la Disal 2 y HBD’s. En la Tabla 4.7.

se muestran los ensayos realizados y sus condiciones (proporcion p/p, temperatura y tiempo).
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Tabla 4.7. Ensayos para la sintesis nuevos DES’s usando como HBA la Disal 2, proporciones de

sus componentes, tiempo y temperaturas de reaccion.

Ensayo

1-2-3

4-5-6

10-11-12
13-14-15
16

17-18-19
20-21-22
23

24-25-26
27

28-29-30
31-32-33
34-35-36
37-38-39
40-41-42
43-44-45
46-47-48
49-50-51
52-53-54
55-56-57
58-59-60

61-62-63

HBD

Acido lactico
Acido lactico
Glicerol
Glicerol
Dietilenglicol
Dietilenglicol
Dietilenglicol
Urea

Urea

Urea
Etilenglicol
Etilenglicol
Acido oxalico
Acido oxalico
Acido oxalico
Acido citrico
Acido citrico
Acido citrico
Maltodextrina
Maltodextrina
Maltodextrina
Valerolactona
Valerolactona

Valerolactona

Proporcién

HBA:HBD
1:2
1:5
1:2
1:5
1:2
1:5

1:10
1:2
1:5

1:10
1:2
1:5
1:2
1:5

1:10
1:2
1:5

1:10
1:2
1:5

1:10
1:2
1:5

1:10

Temperatura
(°C)
90/100/105
90/100/105
90/100
100
90/100/110
90/100/110*
110*
90/100/110
90/100/110
110
90/100/110
110
90/100/110
90/100/110
90/100/110
90/100/110
90/100/110
90/100/110
90/100/110
90/100/110
90/100/110
90/100/110
90/100/110

90/100/110

Tiempo

2h
2h
3h
59 min.
72 h
55 min.
45 min.
72 h
24h
24 h
72 h
12h
4h
72 h
24 h
48 h
72 h
72h
72 h
72 h
72 h
72 h
72 h

72 h

Formacion de DES

Sl

Sl

Sl

Sl

NO

S|

S|

NO

Sl

Sl

Sl

Sl

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO
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Subrayados en negrilla las condiciones que obtuvieron formacién de los DES

Como se muestra en la Tabla 4.7 subrayados en negrilla se ven los 11 DES’s formados a partir de
la Disal 2 (HBA) y los HBD’s: acido lactico, glicerol, dietielenglicol, urea, etilenglicol y acido oxalico
con distintas proporciones (1:2, 1:5 y 1:10). Las mezclas con agitacién constante se sometieron
a diferentes temperaturas (90, 100 y 110 °C). Similar a los ensayos realizados para los DES’s a
partir de la Disal 1, si una temperatura no funcionaba, se pasaba a la siguiente y asi
sucesivamente. Para estos ensayos se amplié el maximo de reaccidn de 8 hasta 72 h para algunos

Casos.

En estos ensayos, la tendencia general que fueron similar en cuanto a que los DES’s formados
fueron liquidos a temperatura ambiente, si el HBD que lo conformaba era liquido. Este es el caso
de los DES’s formados entre la Disal 2 y los HBD's liquidos: glicerol, acido lactico, dietilenglicol y
etilenglicol que se formaron en proporciones 1:2, 1:5y 1:10 entre el HBA y HBD. Solo los DES’s
formados por urea y acido oxalico como HBD, no fueron liquidos. Los DES’s formados con urea
como HBD formaron un liquido incoloro homogéneo a temperatura mientras permanecieron a
temperatura superior a 100 °C, pero al bajar la temperatura a 25 °C se volvieron sdlidos y de
color blanco. El DES’s formado con acido oxalico paso también de ser liquido a alta temperatura
(110 °C) a ser pastoso al enfriarse. El tiempo minimo de formacion de un DES fue de 45 minutos
(con dietilenglicol) y el maximo de 48 h. (con urea), como se observa en la Tabla 4.7. La
temperatura predominante de formacion de los DES’s con la disal 2 fue 110 °C, lo cual puede
estar relacionado con que el punto de fusién del cloruro de 1,3 (bis)trimetilamonio-2-propanol

es mas alto que el del cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol.

No todas las mezclas entre HBA’s y HBD’s formaron un DES. Los ensayos con acido citrico,
maltodextrina y y—valerolactona en relaciones molares 1:2, 1:5 y 1:10 no formaron ningun DES.
De igual manera no se observé formacion de DES cuando se usaron como HBD el dietilenglicol y
la urea en la relacion molar 1:2. Lo mismo ocurrid con el dcido oxalico en las relaciones molares
1:5y 1:10.

Al igual que con la Disal 1, los ensayos para las mezclas entre el HBA: Disal 2 y los HBD’s:
maltodextrina y acido citrico no se obtuvo formaciéon de ninglin DES. Los ensayos con la
y—valerolactona tampoco fueron viables, este compuesto se probé como HBD por las
posibilidades de formaciéon de DES’s reportadas por algunos autores, ademds de ser un
compuesto que se puede obtener a partir de BML, lo que le aportaria mayor valor como solvente

verde (223).
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En relacién con los DES's sintetizados (Tablas 4.6. y 4.7.) se puede decir que los diferentes tipos
de interacciones moleculares con energias similares que contribuyen a las propiedades
fisicoquimicas de un DES, surgen de la gran variedad de estructuras quimicas del donante (HBA)

y el aceptor de enlaces de hidrégeno (HBD) (130,224).

La energia libre de solvatacion que es una propiedad caracteristica de varias moléculas
estudiada en las ciencias materiales, bioldgicas y farmacéuticas (225), influye en la formacion
del DES. En el proceso de solvatacion (reorganizacion de las moléculas de soluto y solvente en
complejos de solvatacion), los iones estan rodeados por una capa concéntrica de solvente. La
caracterizacion de la capacidad de solvatacion de los DES’s y otros solventes idnicos, asi como la
de la interaccidn de estos con diversos solutos moleculares son de gran importancia (226). La
solvatacion implica la formacidn de enlaces, enlaces de hidrégeno y Fuerzas de van der Waals.
Diversos estudios han demostrado las diversas interacciones electrostaticas y de Van der Waals
que se dan a lo largo la longitud de la cadena, la capacidad de formar enlaces de hidrégeno vy la
importancia de la correlacidn entre el cation y anién en los solventes iénicos (226,227). De las
distintas técnicas que existen para analizar los enlaces de hidrdgeno, la espectroscopia FT-IR y
RMN son los mas eficaces y ampliamente utilizados para investigar los enlaces de hidrégeno
(228).

Todas las moléculas (ionizadas o no) interactian fuertemente con el solvente, la fuerza y la
naturaleza de esta interaccidon influye en las propiedades del soluto. Es asi, como las
caracteristicas fisicas como el color, las propiedades del solvente (viscosidad, densidad, etc), la
solubilidad y reactividad de un solvente como un DES se ven influidas por las interacciones
moleculares. En estudios como el de Bonab y colaboradores (2021) han encontrado como la
temperatura puede influir en las energias de interaccidn de las moléculas de un DES compuesto
por acido fenilpropidnico y ChCl y en su estabilidad (219). El estudio exhaustivo de las variables
y los componentes de los DES’s son de utilidad, por ejemplo pueden llegar a anticipar el punto
eutéctico si se logran determinan las interacciones dominantes en las moléculas que conforman
los DES’s (219).

Hoy en dia hay numerosas investigaciones sobre simulaciones de la dindmica molecular de los
DES’s, los hallazgos mas importantes en este tema, confirman que el enlace de hidrégeno
desempena un papel fundamental en la determinacion de las propiedades fisicoquimicas de los
DES’s, pero ademas muestran la complejidad de las interacciones que pueden afectar el sistema

(204,219).

4.4.2.3. Escalado de la produccién de los DES’s
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En total fueron 22 las mezclas homogéneas consideradas como nuevos DES’s, formados a partir
de los Nuevos HBA's (disales 1y 2) y los HBD’s comunmente usados. Se formaron 11 DES’s con
cada disal como se muestra en la Tabla 4.8. Las condiciones de sintesis de estos DES’s (descritos

en las Tablas 4.6. y 4.7.) fueron escaladas, para obtener un volumen de DES minimo 300 mL.

Tabla 4.8. DES'’s sintetizados con las disales 1y 2 y proporciones de sus componentes.

DES Relacion
DESN°  HBA HBD Relacién (p/p) HBA HBD
N° (p/p)
1 A. Lactico 1:5 12 A. Lactico 1:2
2 A. Lactico 1:10 13 A. Lactico 1:5
3 Glicerol 1:5 14 Glicerol 1:2
4 Glicerol 1:10 15 Glicerol 1:5
Dietilenglico
5 Dietilenglicol 1:5 16 1:5
|
Disal Disal
Dietilenglico
6 1 Dietilenglicol 1:10 17 2 1:10
|
7 Urea 1:5 18 Urea 1:5
8 Urea 1:10 19 Urea 1:10
9 Etilenglicol 1:2 20 Etilenglicol 1:2
10 Etilenglicol 1:5 21 Etilenglicol 1:5
11 A. oxalico 1:2 22 A. oxalico 1:2

Las reacciones de escalado se llevaron a cabo en un sistema convencional empleando un matraz,
agitador magnético, un bafio de aceite y una placa calefactora, montaje mostrado en la Figura
4.11. Solo para los DES 7 se usé un reactor de 1 L para facilitar la agitacion, debido a la viscosidad
de la muestra. Para cada DES, se utilizd en montaje en el que se mezclaron las cantidades
proporciones de los HBA y HBD descritas anteriormente en la Tablas 4.6. (para Disal 1) y Tabla 4
.7. (para Disal 2), mediante agitacién magnética y bajo las condiciones de temperatura para cada

DES’s (90-100-110°C) descritas también en las mismas tablas.
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Figura 4.11. Montaje empleado en el proceso para el escalado de la produccién de los DES’s en

matraces.

Las cantidades de minimas de Disales usadas fueron 100 g, el HBD se calculé en funcién de esta
proporcién. El manejo de cantidades mayores, aumento el tiempo de reaccion reportado en los
ensayos de sintesis (Tablas 4.6.y 4.7.) hasta la formacidn del DES, llegando a ser incluso de 72 h.
Para la sintesis de los DES’s con urea (indistintamente de los HBA) se utilizé un reactor de 500
mL, puesto que la temperatura no lograba ser homogénea para la formacién del DES’s debido

al espesor de la mezcla.

Los DES’s obtenidos en el proceso de escalado presentaron caracteristicas similares a los
obtenidos en los ensayos de sintesis donde se usaron volimenes menores. En su gran mayoria
estos fueron incoloros y liquidos mas o menos densos a temperatura ambiente, excepto por los

DES’s compuestos urea y acido oxalico como HBD's.

Las combinaciones Unicas de HBA:HBD vy sus interacciones dieron como resultado los nuevos
DES’s (no reportados), los cuales tienen diferentes propiedades fisicoquimicas que deben ser
descritas. Los DES’s se han utilizado como disolventes potenciales en la industria, debido a sus
numerosas propiedades fisicoquimicas, como la densidad, la temperatura de congelacién, la

viscosidad, la tenencia de superficie, la miscibilidad, la conductividad y la polaridad, etc (215).
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Este estudio ha comprobado que la flexibilidad del disefio de los solventes idnicos (entre los que
se incluyen los DES’s), es una ventaja. Sin embargo, se deben estudiar muy cuidadosamente las
variables (relaciones entre HBA y HBD, temperatura, soluto para el que se esta disefiando, etc)
para garantizar su efectividad. Esto significa que cuando se busca la adaptacion del solvente a
una reaccién especifica se introducen muchas mas variables para investigar, lo que hace que su

disefo sea complejo (229).

4.5. CONCLUSIONES

v" Se sintetizaron y caracterizaron DOS NUEVOS compuestos a partir de un derivado del
glicerol: el Cloruro de 1,3 (bis)trimetilamonio-2-propanol (Disal 1) y Cloruro de 1,3
(bis)trietilamonio-2-propanol (Disal 2). El analisis de los espectros obtenidos mediante RMN
y FT-IR permitié identificar las sefiales caracteristicas de los compuestos.

v" Se determinaron los puntos de fusion de la Disal 1 es 235 °Cy el de la Disal 2 es 255 °C. Los
puntos de fusién altos son normales en las sales de amonio.

v" La capacidad de absorcidn de agua de las Disales fue determinada. La Disal 2 (14,4 %) tiene
mayor capacidad de absorcién de agua que la Disal 1 (8,87 %) donde la mayor cantidad de
agua se absorbe los 3 primeros dias para la ambas Disales. En el ensayo realizado para la
Disal 2, se puede aumentar la absorcién de agua aumentando la superficie de exposicion al
ambiente hasta un 37 %.

v" Se sintetizaron y escalaron 22 nuevos DES’s a partir de los nuevos compuestos sintetizados

usados como HBA’s.
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5. CARACTERIZACION DE LOS SOLVENTES EUTECTICOS (DES’s)

5.1. ANTECEDENTES

La aplicabilidad industrial de los solventes eutécticos (DES’s) depende en gran medida de sus
propiedades. En la literatura se encuentra mucha informacion referente a la caracterizacion de
los DES’s sintetizados a partir de ChCl usado como aceptor de hidrogeno (HBA) y diversos
donadores de hidrégeno (HBD’s). La influencia de los HBA’s y HBD's en las distintas propiedades
de los DES’s esta dada principalmente por las interacciones con el hidrégeno (215,230). Los DES’s
sintetizados en este trabajo al ser nuevos no tienen reportadas sus propiedades fisicas (como la
densidad, viscosidad, conductividad, etc.). Por lo tanto, se deben caracterizar para poder
identificar sus propiedades y posibles aplicaciones. Debido al gran nimero de combinaciones de
materiales de partida utilizados en su preparacién (HBA’s y HBD’s) se hace imposible generalizar
sus propiedades fisicas y quimicas (como la toxicidad, la estabilidad, la biodegradabilidad, la
inflamabilidad) (120). Las principales propiedades de los DES’s son densidad, viscosidad,

conductividad, pH, toxicidad, entre otras.
5.2. MATERIALES
5.2.1. Reactivos

Para las pruebas de toxicidad de los DES producidos frente a diferentes microrganismos se
usaron diferentes productos que se mencionan a continuacién. Cloruro de sodio (>99,5 %),
captan grado analitico y clorhidrato de oxitetraciclina (<95 %) de Sigma Aldrich (EE.UU.). Para
preparar los medios de cultivo se usé: Peptona, extracto de carne y agar potato dextrosa de
Biokar (Espafia), fosfato de potasio anhidro y sulfato de magnesio anhidro de Panreac (Espafia),
agar bacterioléogico de Condolab (Espafia). Las siguientes cepas de microorganismos se
encuentran en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) (Burjassot, Valencia-Espaia), las
bacterias: Bacillus cereus (CECT131), Staphylococcus aureus (CECT240), Listeria monocytogenes
(CECT934), Escherichia coli (CECT434), Salmonella entérica (CECT4155), Proteus mirabilis
(CECT4168), la levadura Saccharomyces cerevisiae (CECT1170) y del hongo Rhizopus oryzae
(CECT20476). La cepa del hongo Aspergillus niger se encuentra en la coleccién propia del
laboratorio de microbiologia, del departamento de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos de la

Universidad de Lleida.

5.2.2 Equipos
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Se usaron las balanzas de precisién de Gram (Espafia) y A&D Weighing (EE.UU.). Se usaron placas
calefactoras-agitadoras y termometros electrénicos con sensor de temperatura de IKA®
(Espana) y Radleys discovery technologies (U.K.) para mantener la temperatura. El pH fue
medido con el pH metro: pH meter Basic 20+ de Crison (Espafia). Las caracterizaciones FT-IR se
realizaron en un equipo Jasco (FT-IR 6300) (Japdn) utilizando el accesorio de muestreo PIKE
MIRacle™ ATR (Diamond / ZnSe), rango espectral de 4000 a 650 cm™, 64 barridos y resolucién
de 4 cm™. El equipo de ultrasonido usado fue “Ultrasonic cleaner Bransonic®” de Branson
Ultrasonic Corporation (EE.UU.). También se usé el equipo RMN, MERCURY plus NMR de 400
MHz (EE.UU.) con los distintos solventes deuterados. La viscosidad se midié con el viscosimetro
rotacional P Selecta modelo ST 2001L. JP Selecta S.A (Espaia). El punto de fusion fue medido

con el aparato de Gallenkamb PI1106 (U.K.) y el Fisherbrand de Fisher (Espafia).

5.3. METODOS
5.3.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

En el equipo correspondiente, los DES’s sintetizados disueltos en solventes deuterados se

analizaron con RMN y los espectros obtenidos se analizaron con el programa MestRenova.

5.3.2. Punto de fusion (pf)

En el equipo medidor, se puso el capilar que contenia una cantidad de muestra de los DES’s

solidos. Se determind la temperatura de fusion, los ensayos se hicieron por triplicado.

5.3.3. Capacidad de absorcion de agua (CAA)

Entre 150 y 300 mg de muestra de cada uno de los materiales en estudio (DES’s) se dispusieron
en viales tarados y se le realizé seguimiento diario del peso (entre 7 y 15 dias). El estudio se
realizd por duplicado. Se calculd el porcentaje de agua absorbido a través de la ganancia de peso
de las muestras y se determind cual de las muestras tuvo mayor capacidad de absorcién de agua
(CAA).

5.3.4. Espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de Fourier

(FTIR).

Los DES’s sintetizados fueron sometidos a espectrofotometria con el equipo FT-IR y se analizaron
por reflectancia total atenuada (ATR). Los espectros se analizaron con el programa Spectra

Manager.

5.3.5. Densidad (3)
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La densidad fue medida gracias a la relacién en g/mL entre el peso determinado en un matraz

aforado de 5 mLy el volumen. Las medidas se realizaron por triplicado.

5.3.6. pH

La medicién del pH se realizé con un medidor de pH y los valores de pH se evaluaron
directamente introduciendo el electrodo en el DES. Se utilizaron soluciones tampdn de pH (a pH

4,7y 9) para comprobar y calibrar las mediciones del electrodo.
5.3.7. Viscosidad cinematica (u)

En el viscosimetro rotatorio se dispuso el vaso de precipitado con la muestra (alrededor de 200
a 250 mL) que fueron sometidos con los distintos usos a temperatura ambiente, hasta lograr un
porcentaje de estabilidad cercano a 100 %. La unidad de medida fueron centipoises (cP). En

algunos casos se us6 una temperatura diferente para la medicién de la p.

5.3.8. Conductividad (o)

La muestra liquida fue sometida a agitacion, posteriormente se introdujeron los electrodos de
temperatura y conductividad, se tomé la medida estable a la temperatura ambiente indicada

(°C). Las unidades de medida fueron Sy mS.
5.3.9. Determinacion de actividad antimicrobiana de los compuestos.

La actividad biolégica de los compuestos frente a diferentes bacterias, levaduras y hongos se
evalud en ensayos de crecimiento radial por otros autores (231). El crecimiento o no de los
microorganismos o comunmente llamado actividad antimicrobiana fue determinado para los
HBA y HBD usados. Los microorganismos empleados se describen en la Tabla 5.1 y en funcidn
del tipo de microorganismos se siguieron procedimientos ligeramente diferentes. Todas las

pruebas se realizaron en ambiente estéril y por triplicado.

Tabla 5.1. Microorganismos usados en las pruebas de toxicidad.

Tipo de microorganismo Nombre Abreviatura Cddigo CECT
Bacteria (Gram +) Staphylococcus aureaus S. aureus 240
Lysteria monocytogenes L. monocytogenes 934
Bacillus cereus B. cereus 131
Bacteria (Gram -) Escherichia coli E. coli 434
Proteus mirabilis P. mirabilis 4168
Salmonella entérica S. enterica 4155
Levadura Saccharomyces cerevisiae S. cerevisiae 1170
Hongo Rizhopus oryzae R. oryzar 20476
Aspergillus niger A. niger &
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Todos los microorganismos se encuentran en la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo (CECT), excepto la
cepa de Aspergillus niger* que pertenece a una coleccidn propia del departamento de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos de la UdL.

5.3.9.1. Preparacion de medios de cultivo.

v" Caldo nutritivo: se pesaron 10 g de peptona, 5 g de extracto de carne, 5 g de cloruro sédico
(o su correspondiente peso para el volumen preparado) y se diluyeron en 1 L de agua
destilada con agitacién. Se ajustd el pHa 7,1 £ 0,2 y se esterilizé el medio liquido en botellas

de 25 mL en autoclave a 121 °C durante 15 min.

v" Agar nutritivo: se usé la misma formulacién del caldo nutritivo mas 15 g de agar (para1l)y
se envaso en botellas de 500 mL para su esterilizacién en autoclave. Posteriormente, previo
a su uso se calenté en autoclave durante 3 min para fundirlo y servir en placa de Petri o en

tubo de ensayo.

v" Agar Potato Dextrosa (PDA): se pesaron 39,5 g de medio PDA (o su correspondiente peso
para el volumen preparado) y se diluyeron en 1 L de agua destilada con agitacién. El medio
se sirvio en tubos de ensayo (9 mL de medio por tubo) y se esterilizé en autoclave. Antes de
su uso se calentd en autoclave y se fundié para ser mezclado con las diluciones de los

compuestos a ensayar.

5.3.9.2. Preparacion de las diluciones de los compuestos a ensayar.

Los compuestos ensayados fueron: Disal 1, Disal 2, acido lactico, glicerol, etilenglicol, urea,
dietilenglicol y acido oxalico. Las concentraciones de las disoluciones preparadas para cada
compuesto fueron 2000, 200, 150, 100 y 50 ppm. Se peso la cantidad de compuesto y se diluyo
en agua destilada y posteriormente se esterilizé en autoclave en botellas de 50, 100 o 250 mL.
Se usaron distintas concentraciones en funcién de los resultados obtenidos en el primer ensayo
realizado con la mayor concentracién y para cada microorganismo. La concentracién mas alta
empleada en placa de Petri fue de 200 mg /L, puesto que la solucién mas concertada que se
preparo fue de 2000 ppm y se tomo 1mL para incluir en el medio, con lo cual se diluyo 10 veces.
Esta concentracion en placa, es considerada lo suficientemente alta si se tienen en cuenta los
valores usuales usados para la determinacidon de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

usada para la determinacién sustancias antimicrobianas (232,233).

Las disoluciones de los controles (antibidtico y antifingico) se prepararon en ambiente estéril y

con materiales estériles.
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5.3.9.3. Actividad bioldgica para bacterias
En las condiciones del ensayo para bacterias se incluyé a la levadura (pese a ser un hongo

unicelular), debido a las condiciones requeridas y el tipo de crecimiento.

v" Activacién de los microorganismos: los microorganismos provenientes de las cepas
seleccionadas que se encontraban sembrados en tubos de ensayo se activaron. Para esto se
sacaron del congelador y se atemperaron. Luego se sembraron en el medio liquido (con asa
de anillo). El crecimiento se realizd en un incubador con agitacién, a 25 °C para todas las
bacterias excepto para B. cereus y la levadura S.cerevisae, que fue a 30 °C. El tiempo de
crecimiento fue 18 h, ya que es el periodo de tiempo donde las bacterias estan en

crecimiento exponencial (231,234).

v" Siembra: Los microrganismos activados se sembraron en placa de Petri por el método de
inclusidn. Previa agitacidon del cultivo del medio liquido, 1 mL se llevd a placa de Petriy se
adiciond 9 mL de agar nutritivo, se agité suavemente hasta homogenizar el medio y se dejo
atemperar hasta la solidificacion del agar. Se realizd un blanco para comparar (destinado
solo al crecimiento del microorganismo para verificar si habia crecido de forma éptima). El
ensayo se realizd por triplicado. Se dejo enfriar y solidificar el medio en ambiente estéril.
Cuando el medio con el cultivo estuvo sélido, con un sacabocados estéril de 5 mm se
realizaron pozuelos sobre las respectivas marcas para los productos a probar (se incluyeron

5 pozuelos por cada placa de 100 mm de diametro).

v’ Posteriormente, con una micropipeta se adicionaron 100 pl de las diferentes disoluciones
de los compuestos a ensayar (previamente preparadas) en los pozuelos realizados en las
placas. Se usaron dos controles positivos (+) y uno negativo (-). Uno de los controles
positivos era la placa sin pozuelos, para evidenciar que el cultivo sembrado por inclusion se
habia desarrollado bien. El otro control + fue uno de los pozuelos con agua estéril. El control

negativo fue un pozuelo con terramicina (antibiético de amplio espectro).

v"Incubacion: El crecimiento se realizé en el incubador, la temperatura correspondiente de

crecimiento (25 o 30 °C segun el requerimiento del microorganismo).

v" Halos de inhibicidn: La observacidn de los halos de inhibicidn se realizd entre las 18 y 24

horas posteriores. Con una regla se midié el diametro del halo transparente alrededor del
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pozuelo (si habia) y se calculd el porcentaje de inhibicidn relaciondandolo con los controles.
El calculo de porcentaje de inhibicidon de crecimiento bacterias (ICbac) se realizé siguiendo

la siguiente ecuacion (5.1.).

Ecuacién 5.1.

@mb — @p

% ICbac = (Q)mc ~opc

)*100

Donde: % ICbac es el porcentaje de inhibicidn de crecimiento de la bacteria, @mb: diametro
del halo de inhibicién medido (correspondiente a la solucién en la concentracién ensayada);
@p: diametro del pozuelo; @mc: diametro del halo de inhibicién medido correspondiente al

control; @pc: diametro del pozuelo correspondiente al control.

5.3.9.4. Actividad bioldgica para hongos

Preparacion de placas: en placas Petri de 5 cm, se incorporaron las diluciones de los
compuestos seleccionados en medio de cultivo mediante el método dilucién en agar (235).
A los 9 mL del medio de cultivo PDA dispuesto en tubos de ensayo (estériles) se adiciono 1
mL de la disolucién de los compuestos a ensayar (la primera prueba se realizé con la
concentracién mas alta de 2000 ppm), se agito vigorosamente con virtex para homogenizar
y se llevé a las placas de Petri, se dejé atemperar hasta solidificar en ambiente estéril. De
esta manera se obtuvo una concentracidn final del producto en el agar de 200 ppm (200
ug/mL). Las placas se identificaron con el nombre del hongo, compuesto a ensayar y replica,
las pruebas se realizaron por triplicado. Se prepararon dos placas control por cada
microorganismo sembrado. El control positivo fue el agua destilada y el control negativo fue

un producto antifungico (captan).

Activacién de los microorganismos: Las cepas de los hongos filamentosos seleccionados
fueron activadas en placas de Petri con medio PDA. Verificando que el cultivo correspondia
al indicado y que crecié apropiadamente (3 dias de incubacidn, crecimiento total en placa
de 5 cm) se procedid a sembrar en las placas preparadas con los compuestos. Con un bisturi
se corté un trozo del cultivo del hongo respectivo y se insertd en la mitad de las placas de

Petri.

Crecimiento y seguimiento: el crecimiento se realizdé por 5 dias con seguimiento diario. En

el seguimiento se verificaban las placas evaluar el crecimiento de microorganismos y/o
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inhibicidn. La medida se tomaba con una regla trazando una linea diametral, desde el punto

donde se sembrd el hongo (en la mitad).

v Halos de inhibicién: Se midieron los halos de inhibicién alrededor del hongo sembrado (si
los habia) y se calculd el porcentaje de inhibicién en funcion de las medidas realizadas
relacionandolas con los controles. El cdlculo de porcentaje de inhibicién de crecimiento

hongos (IChon) se realizé siguiendo la siguiente ecuacion (5.2.).

Ecuacion 5.2.

h
% IChon = (2:;;) * 100

Donde: % IChon es el porcentaje de inhibicidén de crecimiento del hongo; @mh: didmetro del
halo de inhibicion medido; @mc: didmetro del halo de inhibicion medido correspondiente

al control.

5.4. RESULTADOS Y DISCUSION
5.4.1. Propiedades de los DES’s

Los NUEVOS DES’s sintetizados a partir de mezclas entre HBA’s (nuevos) y distintos HBD's fueron
sometidos a ensayos para determinar sus propiedades y caracterizarlos. Para determinar el uso
que se le puede dar a los DES’s es necesario tener un conocimiento preciso y fiable de sus
propiedades, puesto que tienen relacion directa con las ventajas y desventajas que pueda
poseer el solvente. Entre las propiedades mas importantes de los DES estan la solubilidad,
densidad, viscosidad, pH, conductividad, estado de la materia, punto de fusidn, capacidad de
absorcién de agua entre otras.

En la Tabla 5.2 se observan los resultados de las propiedades mds comunes de los DES’s. Para el
andlisis de cada propiedad, los valores obtenidos se compararon con diferentes DES’s

sintetizados principalmente a partir de ChCl como HBA y distintos HBD’s.

Tabla 5.2. Propiedades medidas en los nuevos DES’s sintetizados (valor promedio de triplicado).

DES Densidad Viscosidad Conductividad Estado Punto de
HBA HBD’s pH
N° S (g/cm3) u (cP) o (S/cm) Liquido Sélido Fusion °C
1 Acido lactico 1,15 830 0,8 215 X NA
2  Disal1 | Acido lactico 1,16 417 -0,4 421 X NA
3 Glicerol 1,19 1685 5,5 122 X NA
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4 Glicerol 1,21 3206 4,3 147 X NA
5 Dietilenglicol 1,12 322 6,1 302 X NA
6 Dietilenglicol 1,12 161 5,9 517 X NA
7 Urea NA NA NA NA X 95
8 Urea NA NA NA NA X 75
9 Etilenglicol NA NA NA NA X ND
10 Etilenglicol 1,11 408,3 8,15 1105 X NA
11 Acido oxalico NA NA NA NA X ND
12 Acido Lactico 1,18 134,8 1,7 148,4 X NA
13 Acido Lactico 1,19 690,2 0,2 555 X NA
14 Glicerol 1,19 13510 5,4 127,7 X NA
15 Glicerol 1,22 24063 4,7 301 X NA
16 Dietilenglicol 1,13 141,1 6,89 969 X NA
17  Disal 2 Dietilenglicol 1,12 83,5 6,58 944 X NA
18 Urea NA NA NA NA X ND
19 Urea NA NA NA NA X 80
20 Etilenglicol NA NA NA NA X ND
21 Etilenglicol 1,14 159,5 5,03 2670 X NA
22 Acido oxalico NA NA NA NA X ND

NA: No aplica ND: No determinado (por las caracteristicas fisicas del compuesto: pastoso e higroscdpico).

De los 22 DES's sintetizados, catorce fueron liquidos a temperatura ambiente (DES’s 1, 2, 3, 4, 5,
6, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 21). Cuatro (DES’s 9, 11, 20 y 22) presentaron un grado de
cristalizacion minimo con una consistencia sélida (pastosa). Las propiedades de los DES’s estan

determinadas por la relacion molar entre sus HBA y HBD y sus interacciones (215).

5.4.2. Punto de fusion

Un punto de fusién igual o inferior a la temperatura ambiente es una propiedad esencial de los
liguidos idnicos considerados como disolventes de sustitucion no volatiles (229).

Cinco de los DES’s sintetizados (7, 8, 9, 18, 19 y 22) fueron sdlidos a temperatura ambiente. Sin
embargo, sélo 3 fueron aptos para medir el punto de fusidn (pf) ya que los demas tenian una
estructura cremosa que imposibilitaba llenar los capilares del equipo y realizar la medida.

Los DES’s no liquidos ya han sido reportados por diversos autores. En la revisiéon de Kalhor y
colaboradores (2019) se recogen al menos 14 DES’s a partir de ChCl y distintos HBD's (tiourea,
1-metil urea, 1,3-dimetil urea, acetamida, benzamida y dcidos como adipico, benzoico, citrico y
oxalico) (152) que no son liquidos y otros autores como Tang y colaboradores reportan muchos

otros (236).
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Los DES’s sdlidos a los que se le midid el punto de fusién fueron los sintetizados con urea como
HBD. Las medidas se realizaron por triplicado en los equipos Gallenkamb y Fiserbrand,
obteniendo el mismo resultado en todas las mediciones. Los DES 7 y 8 tuvieron pf de 95y 75 °C
respectivamente, ambos tenian como HBA a la disal 1. Para el DES 19 el pf fue de 80 °C, este DES
estaba conformado por la disal 2 y urea. Los puntos de fusion medidos cumplen con una de las
caracteristicas del DES, tener un punto de fusiéon < 100 °C y menor que sus componentes
(119,128,136,148) (el punto de fusidn de la urea que es 133°Cy de las disales que son > 200 °C).
Cuanto mas bajo es el punto de fusion mayor aplicabilidad pueden tener los DES’s (152).

De los 22 DES’s sintetizados, catorce fueron liquidos a temperatura ambiente (DES’s 1, 2, 3, 4,

5.4.3. Densidad ()

La densidad () de los DES’s sintetizados oscila entre 1,11y 1,22 g/cm?, lo que esta dentro del
rango reportado para solventes de este tipo (entre 1,04 y 1,63 g/cm? a temperatura ambiente).
Los DES’s compuestos por sales metélicas pueden tener densidades entre 1,3 y 1,6 g/ cm?
(127,236). Normalmente las densidades de los DES’s son mayores a la del agua y se ven muy
afectados por la relacion molar sal organica/HBD (127,148,237). Es por este motivo que los DES’s
sintetizados con mayor 8 corresponden a los compuestos por glicerol como HBD’s (con ambas
disales como HBA’s). La densidad de los DES’s compuestos por glicerol que oscila entre 1,19 y
1,22 g/cm? es menor que la del glicerol (1,26 g/cm3) lo que es normal en la formacién de este
tipo de solventes y ya ha sido reportado por diversos autores. EIl mayor nimero de grupos
funcionales -OH que presenta el glicerol (tiene 3 mientras que los demds compuestos HBD's
tienen 2, 1 o 0), dan lugar a la formacién de mas enlaces H, disminuyendo el volumen libre
disponible en el liquido lo que se traduce en el aumento de la viscosidad y por ende de la
densidad. (127,128,136,138).

Esta claro que la viscosidad presenta una relacidn directamente proporcional con la densidad,
mientras que la temperatura tiene una relacién inversa. La temperatura también puede afectar
la densidad de los DES’s esto pudo ser notado ya que cuando el DES tenia una temperatura mas
fria se comenzaba a poner mds denso. Todas las densidades fueron tomadas a 25 °C. Autores
como Shahbaz y colaboradores (2012), estudiaron DES’s basados en ChCl, cloruro de amonio
N,N-dietilenetanol y en bromuro de metil trifenil fosfonio y demostraron un comportamiento
dependiente de la temperatura puesto que la densidad del liquido disminuyé linealmente con
el aumento de la temperatura (237). Siongco y colaboradores (2013) obtuvo resultados similares
con DES’s que usaban cloruro de amonio N,N-dietanol como HBA, glicerol y dietilenglicol como

HBD’s (238).

136



Otro de los factores que puede afectar la densidad es el contacto con el agua, ya que un DES’s
saturado con agua presenta una densidad ligeramente inferior a la que tiene en un estado
insaturado, esto ha sido mencionado por Florindo y colaboradores (2014) (143). Dhawal y
colaboradores (2014) también observaron la variacién de la densidad al afadir agua a un DES
compuesto por ChCl:urea (127,239). Los resultados obtenidos para las densidades de los DES’s
sintetizados corresponden a las que poseen los DES’s hidrofébicos que son menores a las
presentadas por los DES’s con sales metdlicas (1,3 g/ cm?) (127,143).

El valor de la o para los DES’s 10 y 21 conformados por Disal:etilenglicol y la Disal2:etilenglicol
(2:5 molar) son similares a los reportados por Lapefia y colaboradores (2019), aunque el DES 21
tiene valores un poco por encima del rango medido encontrado en su estudio de caracterizacién
para DES’s compuestos por ChCl y etilenglicol-agua (1,08 y 1,13 g/cm?), lo cual es ldgico ya que

el agua puede disminuir la densidad en los DES’S (240).

5.4.4. pH

El pH del DES esta definido principalmente por su composicion puesto que varia en funcion de
la acidez relativa de las especies anidnicas y catidnicas que lo componen (136). Como se observa
en la Tabla 5.2, en los DES’s con HBD’s como el acido lactico los pH son acidos. Para estos DES’s
(1, 2,12y 13) el rango de pH esta entre -0,4 y 1,7. HBD’s como el glicerol aportan para que los
DES’s muestren un pH entre 4,3 y 5,5. Los HBD’s tipo alcohol aportan un pH mds cercano a la
categoria neutra, los DES’s formados con HBD’s como etilenglicol y dietileglicol presentan pH
por encima de 5, e incluso en el DES 10 llega a ser basico con pH de 8,5. La influencia del tipo de
HBD en el pH del DES ya ha sido observada Tang y colaboradores (2013) (236).

El pH es un pardmetro importante para algunas aplicaciones farmacoldgicas por ejemplo segin
algunos autores este pardmetro y la fuerza idnica son relevantes para la liberacidon controlada
de farmacos en sistemas eutécticos (133,135). En el uso del DES como solvente para
descomponer BML, al igual que las otras condiciones como el tipo de DES, la temperatura y la
presion, el pH puede influir en las estructuras componentes de la BML (152). El pH es
fundamental no sélo a la hora de definir caracteristicas de un sistema de extraccidn, sino que
también en aplicaciones industriales, principalmente para la eleccién del material de las tuberias

en un proceso industrial (debido a la cinética de las reacciones quimicas, la corrosion, etc.) (136).

5.4.5. Viscosidad (p)
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La viscosidad es un pardmetro muy importante de los DES’s, ya que afecta su idoneidad para
diversas aplicaciones, entre estas para el almacenamiento y conversién de energia, puesto que
tiene un fuerte efecto en el transporte de masa dentro de los DES’s (129).

Este pardmetro esta estrechamente relacionado con las interacciones intermoleculares en los
componentes del DES’s, por ejemplo, algunos aniones de mayor tamafio pueden presentar
deslocalizaciones de la carga que cambian su cinética y por ende su viscosidad haciéndola mayor
o menor. Las viscosidades muy altas obtenidas por los DES’s sintetizados, estdn muy
relacionados con su composicidn. Los DES’s 3 ,4, 14 y 15 compuestos por glicerol son los que
presentan viscosidades mas altas. Para los DES’s 3 y 4 son de 1685 y 3206 cP respectivamente,
los cuales se prepararon empleando una relacién molar de 1:5 y 1:10, respectivamente. Los
DES’s 14 y 15 compuestos por la disal 2 y glicerol en relacién molar 1:2 y 1:5, presentan
viscosidad extremadamente alta (13510 y 24063 cP, respectivamente). Estos resultados son
debido a que los HBD's desempefian un papel importante en el valor de la viscosidad por tener
mayores cantidad de enlaces de hidrégeno (129). La red de enlaces de hidrégeno intramolecular
produce un empaquetamiento en los sistemas eutécticos que conduce a una reducida movilidad
de las especies libres y por ende alta viscosidad (considerada >100 cP) (241). Ademas de las
composiciones de los DES, la temperatura afecta significativamente a la viscosidad puesto que
las fuerzas de cohesidn intermoleculares que contribuyen a la viscosidad del liquido son
reguladas por la temperatura, a medida que la temperatura aumenta la viscosidad disminuye
(129,146).

Las viscosidades mds pequeias son mas apropiadas para el uso como solvente de los DES's, esto
debido a que a mayor viscosidad hay mas dificultades de manejo a nivel de procesamiento
industrial (en la transferencia de masa, velocidades de reaccion y manipulacién de los procesos)
(116,121,130,242).

Se han reportado y caracterizado distintos tipos de DES’s con viscosidades relativamente altas
(130), que para algunos autores son consideradas bajas (< 500 cP), ademads son cercanas a las
de los disolventes organicos comunes (243). Los DES’s sintetizados en este trabajo 2, 5, 6, 10,
12, 16, 17 y 21 tienen viscosidades en este rango. Si bien no son tan bajas como algunas
reportadas por otros autores como 19 cP (130), pueden ser considerados manejables para fines
industriales.

Ademas de la naturaleza de sus componentes, su proporcién molar y la temperatura, el
contenido de agua del DES’s también puede afectar la viscosidad (127,137,138,146). Es por eso
que algunos estudios buscan solucionar los problemas de las altas viscosidades con la adicion de

agua (116,135,241,242).
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5.4.6. Conductividad (o)

Los valores de conductividad para casi todos los DES’s sintetizados en este estudio son bajas (<
2 mS cm™) lo cual es normal en este tipo de solventes (127,130,151). Los DES’s presentan
conductividades pobres entre 122 y 555 S cm™. Los DES’s compuestos por la disal 1 como HBA 'y
HBD alcohol (dietilenglicol) muestran valores un poco mas altos, (DES’s 16 y 17 con 969 y 944 S
cm! respectivamente).

El DES 10 (D1-Eti proporcion 1:5) y el DES 21 (D2: Eti proporcidn 1:5) muestran mayores valores
de conductividad que el resto de los DES’s sintetizados. EI DES 10 con 1105 S cm™y el DES 21 de
2670 S cm™ destacan, estos valores resultan mds bajos en comparacion con los reportados por
otros autores para solventes eutécticos conformados por ChCl:etilenglicol (5,22 y 38,3 mS cm™)
(240). Sin embargo, si se decidiera usar estos DES’s para aplicaciones industriales tendrian como
ventaja la baja viscosidad y densidad cercana a la del agua.

Otro factor importante a tener en cuenta es que la conductividad fue medida a temperatura
ambiente, con lo cual los valores podrian aumentar a altas temperaturas pudiendo acortar la
ventana y permitir que los DES’s 10 y 21 se estudien para alguna aplicacidn térmica ya que
algunas requieren conductividades desde los 0,58 mS cm™ (129). Estudios como el Boisset y
colaboradores (2013) mostraron como un electrolito (LT cFSI/NMAc) desarrollado en un
sistema eutéctico, aumentd su conductividad de 1,61 mS cm™ a 28,4 mS cm™ con el aumento de
temperatura ambiente hasta los 150 °C, manteniendo la estabilidad del DES (129,244). Esto
concuerda con lo descrito por Abbot y colaboradores (2001) que demostraron que en los
solventes idnicos la conductividad tiene una relacion que aumenta exponencialmente con la
temperatura (por la disminucién de la viscosidad que ocasiona el aumento de la movilidad de
los electrones) (126,127,130). A parte de la relacidn directa proporcional entre conductividad y
temperatura, esta propiedad también tiene otro tipo de relacién con la viscosidad. En la Figura
5.1 se muestra la relacién entre viscosidad y conductividad de los DES's. Se graficaron los valores
obtenidos en la Tabla 5.2 de caracterizacion con Excel en el formato de columnas apiladas donde

los valores son llevados a porcentaje.
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Relacién viscosidad y conductividad

m Conductividad
M Viscosidad
1 2 3

4 5 10 12 13 14 15 16 17 21
DES

Figura 5.1. Relacion inversa llevada a porcentajes entre la viscosidad y conductividad medidas

en los DES’s.

La Figura 5.1 evidencia la relacién inversa entre la viscosidad y la conductividad térmica, donde
cuando mas alta es la viscosidad, mas baja es la otra la conductividad y viceversa. Esto ha sido
mencionado ya por diferentes autores (126,130). En la caracterizacion para DES’s compuestos
por HBA’s como ChCl o haluros de sodio y etilenglicol HBD, se ha demostrado como la viscosidad
dindmica y densidad disminuyen con la temperatura y a su vez aumenta la conductividad, es

decir cuando hay una alta viscosidad se tiene baja conductividad (240,245).

5.4.7. Capacidad de Absorcion de Agua (CCA)

Los DES’s son usados principalmente como solventes, pero también pueden tener otros usos. La
CCA es una propiedad importante ya que permite explorar nuevos usos para este tipo de
solventes. La absorcidn de agua de los DES’s y su higroscopicidad ha sido reportada por autores
como Florindo y colaboradores (2014), quienes dejaron en contacto con el aire durante un mes
algunos de sus DES’s basados en ChCl como HBA, y la cantidad de agua retenida por estos oscild

entre el 14y el 20 % en peso (143).

La CCA fue medida con un seguimiento durante 15 dias como se explica en los métodos. Los

resultados se observan en la Figura 5.2.
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Figura 5.2. Porcentaje de absorcién de agua medida a los DES's sintetizados con los diferentes

HBD’s y HBA’s. Azul para HBA=Disal 1 y verde para Disal (n=2).

Para algunos de los DES’s sintetizados en este trabajo la absorcion de agua fue cercana al 8 %
como se muestra en la Figura 5.2. Algunos pardmetros que influyen en la absorcién de agua son
la temperatura y la humedad (246), las pruebas fueron realizadas en una sala de pesaje cerrada
con humedad y temperatura promedio de 50 % y 24 °C respectivamente . El proceso de
absorciéon de agua del aire por parte de los DES’s inicia con la atraccion de las moléculas de agua
del aire por la masa del DES y luego la absorcién de estas moléculas en la superficie de los DES’s
(214). Se crean enlaces de puentes de hidrégeno fuertes entre el agua (H*) y el grupo
electronegativo del DES. Los DES que mayor absorcion de agua presentaron fueron los que

poseian grupos funcionales hidroxilo y carbonilo como HBD’s.

También se observd que absorbieron mayor cantidad de agua los DES's preparados a partir de
la disal 2 como HBA, que tiene el grupo metil. Estos DES’s (6 DES’s en total) absorbieron mas de
4 % de agua, ademas de tener el valor maximo obtenido de 8,1 %. Segun Chen y colaboradores

(2019) la cinética de la absorcion del agua del DES estd relacionada con la interaccion entre el
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HBA y HBD, al inicio de la absorcién de agua a partir del aire la concentracién de agua en el DES
es poca y esta muy diluida, por lo que la fuerza de los enlaces de H entre las moléculas que
conforman el DES casi no tiene efecto en la absorcion de agua (214). Este comportamiento fue
observado en sus estudios para DES’s formados por ChCl (HBA) y distintos HBD’s. Al principio de
la absorcidon de agua del aire por los DES’s, la concentracion de agua en los DES estd muy diluida,
por lo que la fuerza de los enlaces H entre los DES’s casi no tiene efecto en la absorcidn de agua.
Por lo que entre DES’s con diferentes HBD's pueden haber diferencias, segun los tipos y nimero

de grupos hidrdfilos que los compongan (214).

5.4.8. FT-IR

Los DES'’s sintetizados fueron analizados por FT-IR y los espectros obtenidos fueron procesados
con el programa Spectra-manager. En los Anexos en la Tabla A3 se evidencian la ubicacion en la
longitud de onda (cm™) y asignacion de las bandas mas comunes de los grupos funcionales y
enlaces de los compuestos en los espectros de FT-IR (167,194,209-212). Con base en la
bibliografia (167,194,209-212) se identificaron las bandas en los espectros de los DES’s
preparados en este trabajo. Los movimientos de los dtomos de las moléculas y sus enlaces son
6 principalmente, vibracidn de estiramiento (ve) (simétrica o asimétrica) y vibracion de flexion

(uf) (de tijera, balanceo, meneo o torsion) (213).

En los espectros FT-IR de las disales (Disal 1: D1 y Disal 2: D2) se identificaron sus bandas
caracteristicas (Figura 4.6). Las bandas a 3395 y 3476 cm™ para la D1 y D2 respectivamente,
corresponden al grupo O-H que suele aparecer en la regién de 3700-3100 cm™ tal y como ha
sido descrito por varios autores (194,211,213,214). Ambas disales tienen sefial en 1636 cm™
asignada al grupo N-H, en 1391y 1370 cm™ la v de torsion del enlace C-N (211). También ambas
disales tienen sefial en 1094 cm™ correspondientes a la ve asimétrico del enlace C-N (amina
alifatica) y en 3000 y 2981 cm™para la ve asimétrico y simétrico de los -CHs. La D1, las sefiales

en 2900 y 2898 cm son asociadas al ve simétrico y asimétrico del grupo -CH, y la ubicada en

1492 cmes la sefial de v deformacién del -CH,. (194,211,213,214).

A parte de las Disales que actian como HBA'’s, otro componente de los DES’s son los HBD’s. La
identificacion de sus bandas caracteristicas necesaria para la posterior comparacién entre los
espectros de los DES’s sintetizados y sus compuestos formadores. Tedricamente se deben
evidenciar desplazamientos en la ubicacidn de algunas sefiales, causadas por los nuevos enlaces
de hidrégeno que se han formado y que dieron como resultado el DES. En la figura 5.3. se

observan los espectros FT-IR de los HBD’s que componen los DES’s.
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Figura 5.3. Espectros FT-IR de los HBD’s usados en la preparacién de los DES (mostrados en 2
espectros para mayor claridad en las bandas). Parte A: Acido lactico (verde), glicerol (azul),

dietilenglicol (naranja). Parte B: Acido oxalico (azul), urea (verde) y etilenglicol (negro).

Se puede evidenciar las bandas correspondientes a los grupos funcionales de cada uno de los
HBD. Para el Acido Lactico (AL) se pueden observar la ve del O-H en 3440 cm™ y para enlace
carboxilico (-COOH) alrededor de 2990 cm, la ve del C=0 se observa en 1720 cm’?, otra de las
ve del O-H se encuentra en 1120 cm™. El Glicerol (Gli) muestra la ve del O-H en 3280y 1031 cm’
1 ve del C-O en 2930y 2880 cm™, la ve de O-H primario alrededor de 1420 cm™, la v de flexién
del C-O-H y del O-H en 1420 y 920 cmrespectivamente. También observamos claramente la
vibracion C-OH. La v del enlace C-C del esqueleto del Gli se puede evidenciar en 991 cm™. Para
la Urea (Ur) podemos evidenciar la v correspondiente al enlace N-H alrededor de 3400 y 3330
cm, para el C=0 muy clara en 1675 cm™, las sefiales en 1591 y 1450 cm™ se pueden asignar a
los N-H. El Etilenglicol (Eti) y Dietilenglicol (Die) tienen sefiales muy similares correspondientes
a la ve del hidroxilo (O-H) alrededor de los 3300 cm™ y 1040 cm™*. Ademas, la ve del C-C en 1200
cm™ para el etilenglicol y el del C-O (éter) en 1126 cm™. Por ultimo, las sefiales para el Acido
Oxdlico (AO) se evidencian en ve del C=0 en 1670 y 1240 cm™, la v de deformacién del alcohol

beta en 1400 cmy del C=0 en 780 cm™.
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En la formacidn de los DES’s se generan enlaces de hidrégeno de diferentes tipos. Las vibraciones
de estiramiento O-H presenciadas pueden verse afectadas en gran medida por el enlace de
hidrégeno y dependen de la fuerza de los enlaces de hidrégeno (213). Los desplazamientos en
la longitud de onda de las sefales causadas por puentes de hidrégeno han sido reportadas (210).
En los enlaces de hidrégeno, lo mas frecuente es que sean del tipo X-H:--Y, donde H es el
hidrégeno, X e Y son elementos electronegativos, donde Y posee uno o mds pares de electrones
solitarios (210,228,247). En la mayoria de los casos, X e Y son dtomos de F, O y N (que son muy
electronegativos y pequefios). Los enlaces de hidrégeno suelen ser mucho mas débiles que los
enlaces covalentes u otros enlaces polares, pero mucho mas fuertes que la interaccién de Van
der Waals (228). Los rasgos caracteristicos del enlace de hidrégeno X-H:--Y son que el enlace
covalente X-H se estira en correlacién con la fuerza del enlace de hidrégeno; una pequefa
cantidad de densidad de electrones (0,01 - 0,03 e) se transfiere del aceptador de protones (Y) a
la molécula donadora de protones (X-H); la banda de absorbancia infrarroja, que corresponde
al estiramiento X-H, se desplaza a una frecuencia mas baja, de esta manera se amplia y aumenta
su intensidad al formarse el enlace de hidrégeno y se evidencia en los espectros FT-IR

(210,228,247).

A continuacién (Figuras 5.4. y 5.5.), se detallan algunos de los espectros (uno para cada HBA y
HBD diferente) con las sefiales correspondientes y sus respectivos desplazamientos. Para poder
observar mds claramente los cambios en espectros su procesado y el andlisis de los datos se hizo

con la absorbancia y no con la transmitancia.

En la Figura 5.4. se puede observar un ejemplo de los desplazamientos ocasionados por los
puentes de hidrégeno formados en la mezcla eutéctica entre el cloruro 1,3 (bis)trietilamonio-2-
propanol (Disal 1: D1) y el AL en diferentes relaciones molares, 1:5 para el DES 1y 1:10 para el

DES 2.
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0.5

—— DEST (D1-AL 1.5) abs.jw
.............. AL abs.jws
0.4 D1 abs.jws
DES2 (D1-AL 1-10) abs.j

0.1 | | | |
4000.6 3000 2000 1000 649.893

Wavenumber [cm-1]

Figura 5.4. Comparacién de los espectros FT-IR de los DES’s conformados por la Disal 1 (D1)
como HBA vy acido lactico (AL) como HBD. Linea verde oscuro y verde claro: DES 1 (D1:AL en
relacion molar 1:5) y DES 2 (D1:AL en relacidon molar 1:10) respectivamente. Linea punteada azul

y roja: LAy D1 correspondientemente.

Como se observa en la Figura 5.4, la longitud de onda y la intensidad de los picos en los espectros
relacionados con el enlace de hidrégeno cambian por la formacién de enlaces de hidrégeno.
Esto se debe a los cambios en la estructura electrénica del modo vibracional que se dan por la
formacién del enlace de hidrégeno (248). En este caso, la banda correspondiente al O-H del AL
en el espectro FT-IR del compuesto solo estd en 3457 cm™, con la formacidn del DES esta se
ensancha y se desplaza hacia 3269 cm™, donde se solapa con la banda correspondiente al O-H
de la D1. La banda de la D1 en el espectro FT-IR estaba en 3392 cm™, por lo cual también hay
desplazamiento. Otras sefiales caracteristicas para la D1 como la ve asimétrico de los -CHs
ubicada en 3006 cm™ también se han visto modificadas desplazandose a 2984 cm™. La banda
caracteristica del C=0 correspondiente al ve asimétrico ubicada en 1718 cm™se desplaza a
1725,98 cm™. Los cambios por los enlaces de hidrégeno también se observan en la v del O-H

ubicada en 1002 y 1120 para la D1y el AL respectivamente, que pasan a ubicarse en 1122 cm™.
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En la Figura 5.5. tenemos otra comparativa de los espectros: D1, Gliy el DES 3 y DES 4, formados

por D1:Gli a diferentes relaciones molares 1:5 y 1:10, respectivamente.

0.6
—— DES3 (D1-Gli 1-5) abs.jw
-------- Gli abs.jws
Fo e D1 abs.jws i
DES4 (D1-Gli 1-10) abs.jp i
0.4~

Abs

4000.6 3000 2000 1000 649.893
Wavenumber [cm-1]

Figura 5.5. Espectros FT-IR de los DES’s 3 y 4 conformados por la Disal 1 (D1) como HBA y glicerol
(Gli) como HBD. Linea verde oscuro y verde claro: DES 3 (D1:Gli en relacion molar 1:5) y DES 4
(D1:Gli en relacion molar 1:10), respectivamente. Linea punteada azul y roja: Gli y D1,

correspondientemente.

En la anterior Figura 5.5. también se pueden observar los desplazamientos causados por los
enlaces de hidrégeno formados principalmente en las sefiales correspondientes al O-H. Las ve
del O-H se han desplazado de 3392 a 3298,64 cm™ y 3289,63 cm™ para el DES 3 y 4,
respectivamente. Para este caso también se solapan las sefiales con la v de tensidn de los
enlaces C-H y O-H del glicerol. La banda de ve del O-H del glicerol en el espectro FT-IR de
compuesto se ha desplazado de 1029 a 1033 cm™. Los DES’s tienen espectros FT-IR muy similares
al igual que sus desplazamientos, lo cual es normal al ser los mismos en cada caso en

proporciones molares variables.

Con respecto a lo ya evidenciado en la Figura 5.5. y 5.6. la variacion mas importante la muestra
la banda de ve del grupo hidroxilo. Esto también ha sido reportado por otros investigadores en

DES’s formados con ChCl como HBA y varios HBD’s (211,249).
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Enla Figura 5.6. se muestran los espectros de los DES 11y 22, conformados por la D1:AOy D2:AO

(relacién molar de 1:5 entre HBA y HBD), respectivamente.

0.3
—— DES11(D1-AO 1-5) abs,j
L AO abs.jws
-------- D1 abs.jws
-------- D2 abs.jws
0.2 —— DES22 (D2-A0 1-5) abs,j

Abs 0.1

4000.6 3000 2000 1000 649.893
Wavenumber [cm-1]

Figura 5.6. Espectros FT-IR de los DES’s 11 y 22 conformados por los HBA: Disal 1 (D1) o Disal 2
(D2), y el HBD acido oxalico (AO). Linea verde: DES 11 (D1:AO relaciéon molar 1:5) y azul: DES 22

(D2:AO relacién molar 1:5). Linea punteada: azul: AO, roja: D1 y morado: D2.

En la Figura 5.6., podemos ver los espectros de los DES’s conformados por el HBA y AO en
relacidn molar 1:5. Pese a tener distintos HBA, por tener las 2 disales grupos funcionales
similares y por ende generar la misma posibilidad de enlaces de hidrégeno, los espectros son
similares. Una vez mas, las principales diferencias entre los espectros de los DES’s y sus
respectivos HBA’s y HBD, se dan en las bandas correspondientes a las ve del grupo hidroxilo

(OH) que se ensanchan, se desplazan y se solapan.

En la Figura 5.7., podemos ver la zona ampliada de algunos de los espectros de los DES’s

compuestos por la D2 como HBA y algunos HBD's.
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Figura 5.7. Espectros FT-IR con la zona del O-H/N-H ampliada de algunos de los DES’s
sintetizados. Comparaciones entre el DES y sus respectivos compuestos formadores donde el
HBA usado es la D2. (A). DES 12,13 y HBD:AL. (B). DES 14, 15 y HBD:Gli. (C). DES 16, 17 y HBD:
Die. (D). DES 18,19 y HBD:Ur.

Tanto en las anteriores figuras, como en todos los espectros revisados y analizados de los DES’s
sintetizados en este trabajo, el estiramiento del O-H se solapa con el estiramiento del N-H y es
la banda de ve del O-H donde mas se evidencian los cambios en el espectro, esto ya ha sido
evidenciado por diversos autores (6,249). Chroma y colaboradores percibieron el mismo
comportamiento en DES’s formados por bromuro de tetrabutilamonio y glicerol en distintas
relaciones molares. Segun sus hallazgos, a medida que aumentaba la cantidad de Gli en los
DES’s, el enlace -OH se desplazaba hacia un nimero de onda inferior. Este resultado puede
explicarse por la formacién de nuevos enlaces de hidrégeno en las proximidades del grupo -OH
(es decir, O-H---Br, O-H:--O- H). Ademas, el resto de los picos de los espectros de los DES’s
correspondientes al tramo C-O-C (1180 cm™), C-O (1112 cm™), C-H de CH; (2960-2932 cm™) y
CH; (2875,1 cm) permanecian en la misma posicién, lo que indica que estos grupos no

participan activamente en la formacion de enlaces de hidrégeno (249).
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Los demads espectros de los DES’s comparados se encuentran en la seccion Anexos: Espectros

FT-IR, Figuras A37-A48.

5.4.9. RMN

El anélisis RMN de los DES’s consistid en realizar protones y analizar los espectros de *H-RMN
obtenidos. En dicho analisis se evidencio un desplazamiento en algunos casos muy sutil en las
sefiales del espectro de los DES’s comparadas con los espectros de los compuestos formadores.
Estos desplazamientos en las sefiales de los hidrégenos ya han sido reportados por otros autores
y son esperadas cuando hay formacion de enlaces de hidrégeno (X-H). Segun Canela-Xandri
(210) la longitud del enlace X-H suele aumentar en la formacién del enlace de hidrégeno, lo que
provoca un desplazamiento al rojo de la frecuencia de estiramiento X-H en el infrarrojo y un
aumento de la seccidn transversal de absorcién en el infrarrojo para la vibracidn de estiramiento
X-H. Los espectros RMN se encuentran en la seccidn de Anexos: Espectros RMN, Figuras A14-

A35 junto con la informacidn de las constantes de acoplamiento y los multipletes.

En la Figura 5.8. se pueden observar las estructuras de las moléculas de las nuevas Disales

sintetizadas usadas como HBA's.

Cl
. 28-30 1991
—/ 222 /
1o ™ +\ 16-18
OH1 cl 6 *
2 3
11/_L25—27 5\ 4. 1315
+ HO N
N 767\
19-21 _/ 9-10 10-12
7-8 _
22-24 cl
Cloruro de 1,3 bis(trietilamonio)- | Cloruro de 1,3 bis(trimetilamonio)-
2-propanol / Disall 2-propanol / Disal2

Figura 5.8. NUmero de protones de las moléculas usadas como HBA'’s para los DES.

Como se observa en la Figura 5.8, se determind el nimero de protones. La identificacién de
estos protones que fue realizado en las RMN y junto con los desplazamientos identificados (para
las disales 1y 2) y los conocidos a partir de la literatura de las HBD's, se pudo identificar los

cambios generados por la formacion de los DES's.

149



EnlaTabla 5.3, se pueden evidenciar los valores de los desplazamientos quimicos de las sefiales

de los protones en el espectro de RMN, encontrados en la formacidon de los DES’s en

comparacién con sus HBA’s y HBD's. Los colores en la tabla discriminan la intensidad de las

sefiales (de la mas alta a la mas baja) en el siguiente orden: verde, azul, blanco y gris (siendo

verde la mas intensa y habano la menos intensa).

Tabla 5.3. Desplazamientos de las sefiales correspondientes a los protones en los espectros RMN

(ppm) encontrados en los DES’s en comparacion con sus precursores.

HBA’s HBD’s
Compuesto Sefiales protones (ppm)
o |t [t | e [958 | | on [ an | on |
D1* 1,47 | 4,04 2,62 2,65 2,79 0,6
D2* 3,86| 4,12 2,75 2,75 2,53
DES’s

AL 4,03 1,22
DES1 (D1:AL 1:5) 2,16| 467| nd nd 3,44 1,19 4,04 1,23
DES2 (D1:AL 1:10) 2,16 | 467| nd nd 3,44 1,19 4,04 1,23
DES12 (D2:AL 1:2) 4,91 | 4,16 3,41 nd 3,22 nd 4,04 1,39 | 1,22
DES13 (D2:AL 1:5) 4,26 4,1 3,41 2,71 2,53 nd 3,41(0,58 | 0,72

Gli 41’6;7' 3,42 | 3,35| 3,29
DES3 (D1:Gli 1:5) 2,08| 466| nd nd 3,37 1,21 4,48| 3,42| 3,34 3,29
DES4 (D1:Gli 1:10) 2,08 466| nd nd 3,38 1,21 4,42 | 3,42| 3,35] 3,29
DES14 (D2:Gli 1:2) 4,64 | nd 3,42 nd 3,22 nd 4,64| 3,43| 3,35] 3,28
DES15 (D2:Gli 1:5) 4,53 | nd 3,41 nd 3,22 nd 4,53 | 3,41| 3,34] 3,27

Die | 4,45| 3,39| 3,38
DES5 (D1:Die 1:5) nd nd 33')’5309' 3?"15:5 3,49 1,21 461| 3,42| 3,41
DES6 (D1:Die 1:10) nd | 4,68 3_;,,5302; 3;;; 3,5 1,21 46| 3,46| 3,41
DES16 (D2:Die 1:5) nd | 4,78 3,48 3,48 3,22 nd 4,62 | 3,42| 3,41
DES17 (D2:Die 1:10) | nd | 4,79 3,5 3,4 3,22 nd 46| 3,47| 3,42

Ur | 549 491
DES7 (D1:Ur 1:5) nd nd 3,42 3,44 3,38 1,21 5,48
DESS8 (D1:Ur 1:10) nd nd 3,42 3,44 3,38 1,21 5,5
DES18 (D2:Ur 1:5) nd nd 3,42 nd 3,22 nd 5,53%
DES19 (D2:Ur 1:10) nd nd 3,39 nd 3,21 nd 5,49

Eti | 4,44| 3,39| 3,38
DES9 (D1:Eti 1:2) nd | 4,67 3,44 3,42 3,39 1,21 4,54 | 3,38| 3,38
DES10 (D1:Eti 1:5) 55| nd 3,41 3,41 3,39 1,21 4,52 | 3,39| 3,37
DES20 (D2:Eti 1:2) nd |4,12 2,74 2,74 2,55 nd 36| 2,77| 2,77
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DES21(D2:Eti15) | nd [412 | 274 274 256 nd 3,72] 2,79| 2,79

AO 1,2 1,18

DES11 (D1:AO 1:5) nd 4,69 3,48 3,37 3,44 1,21 1,2

DES22 (D2:AO 1:5) nd 4,74 3,41 nd 3,22 nd 1,2

Como se evidencia en la tabla, hay cambios en los desplazamientos de algunos de los protones
de las moléculas de los espectros, principalmente evidenciados para los enlaces OH de las disales
y los HBD's, lo que confirma la formacion de los enlaces de hidrégeno de los DES’s. la formacion
de puentes de hidrégeno. En algunos casos las sefiales pueden estar solapadas como en el caso
de los espectros FT-IR por lo que algunas no son detectadas principalmente para los OH. Los
desplazamientos entre el OH de la Disal 1 o 2 para casi todos los casos son de al menos -0,61
ppm hacia arriba, ademas para algunos espectros llega a ser de hasta -4 ppm. Estos cambios
pueden ser causados por un aumento de los enlaces hidrégeno intramoleculares o por la
generacion de enlaces mas fuertes (210). También se observan cambios mas sutiles en los
desplazamientos de los CH y CH;, pero mucho mas notorios en los CHs, lo que también
concuerda con la formacién de enlaces de hidréogeno.

En algunos de los espectros RMN se evidenciaron ensanchamiento de las sefales, los DES con
alta viscosidad y las interacciones inter e intra-dipolares pueden causar este efecto (249,250).
El analisis de las RMN es una herramienta util para valorar los desplazamientos generados por
los enlaces de H y su andlisis es complejo sobre todo cuando de enlaces de hidrégeno se trata.
Muchos aspectos influyen en la asignacidn correcta de las sefiales y los desplazamientos. En la
formacién de compuestos como los DES’s se debe tener en cuenta el efecto de apantallamiento.
Ademas, es importante tener en cuenta que varias aspectos pueden causar el desplazamiento
(no sdlo a la transferencia de carga y a la polarizacion de la densidad de electrones asociada al
fendmeno del enlace H, causa el desplazamiento medio del protén, sino también a la simple

presencia del grupo aceptor del protén, incluso en ausencia de tal interaccion atractiva) (251).

5.4.10. Actividad antimicrobiana

Hay distintas maneras de medir la “toxicidad” de los DES’s pero la mayoria de los estudios se
centran en ensayos de actividad antimicrobiana con cepas bacterianas Gram-positivas y Gram-
negativas, cepas de hongos de levadura y moho (252). A menudo en muchas publicaciones
cientificas sobre DES’s se usa el erréneo concepto de “toxicidad” a lo que realmente es la
inhibicién de crecimiento microbiano o actividad antimicrobiana. Determinar si los DES’s

generan algun tipo de inhibicion del crecimiento microbiano, es una cuestién crucial para el
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disefo de materiales ecoldgicos y seguros, ya que los DES’s se usan para el procesamiento de
materias primas y los materiales obtenidos se aplican en la alimentacién o en la agricultura u
otros diversos materiales (121). La actividad antimicrobiana de los componentes precursores de
(HBA’s y HBD’s) puede tener relacién directa la que tenga un DES. Sin embargo, diferentes
autores han reportado que algunos de sus DES’s sintetizados tienen menor actividad
antimicrobiana que sus componentes precursores (253,254). Aunque también los DES’s no
deben asumirse automaticamente como no “tdxicos” pesé a que se preparan a partir de
compuestos naturales (116).

Las pruebas con microorganismos suelen llevar un largo tiempo, sobre todo si se quiere hacer
un trabajo cuidadoso y estructurado. El trabajar con microorganismos puede llegar a ser
impredecible. Debido al limitado tiempo disponible por la finalizaciédn de las actividades del
proyecto, se decidié probar la actividad antimicrobiana de los compuestos precursores de los
DES’s. Esto teniendo en cuenta que los HBA’s son compuestos nuevos que se han caracterizado,
teniendo solo la informacién obtenida por mis propios experimentos. Se llevaron a cabo ensayos
de actividad antimicrobiana, donde se midié la inhibicién en el crecimiento de algunos
microorganismos causada por los nuevos compuestos HBA’s sintetizados (Disal 1: Cloruro de 1,3
(bis)trietilamonio-2-propanol y Disal 2: Cloruro de 1,3 (bis)trimetilamonio-2-propanol) y los
HBD’s usados (acido lactico, glicerol, dietilenglicol, etilenglicol, urea y acido ascdrbico) para la
sintesis de los DES’s. Se ensayaron distintas concentraciones de los compuestos a ensayar (2000,
200, 150, 100 y 50 ppm) segun lo descrito previamente en la metodologia, donde se encuentra
el listado de microorganismos, los cultivos usados y los controles. Los ensayos midieron los halos
de inhibicién en el crecimiento microbiano en (mm), que luego fue expresado en porcentaje.
Recordemos que se midid el halo de inhibicién y en funcién del control se realizaron los cdlculos
para determinar el porcentaje de inhibicidn con la Ecuacién 4.1. y 4.2. descritas en métodos.
Para el andlisis se van a usar los datos obtenidos con el ensayo de concentraciones mas elevadas,
puesto que si no esta concentracion no hay inhibicion del crecimiento microbiano (siendo la mas
alta), con las demas tampoco lo habra. Asi, en la Tabla 5.4., se pueden evidenciar los resultados
del porcentaje de inhibicién obtenido para los experimentos con la concentracién de 2000 ppm

de los compuestos ensayados.

Tabla 5.4. Porcentaje de inhibicion de crecimiento microbiano para los compuestos ensayados.
Compuesto D1 D2 AL Gli Ur Eti Die AO H;O Terramicina
o captan®

Microorganismo Porcentaje de inhibicion (%)
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B. cereus 22 13 13 9 13 13 0 0 5 100
S. aureus 25 8 8 0 0 0 0 0 0 100
L. Monocytogenes 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100
S. enterica 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50
P. mirabilis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50
S. cerevisiae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 88
A. flavus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50*
R. oryzae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50*

Donde: D1: Disal 1; D2: Disal 2; AL: acido lactico; Gli: glicerol; Ur: urea; Die: dietilenglicol; AO: acido oxalico;

H,0: agua destilada;

Los resultados obtenidos para las pruebas de actividad antimicrobiana realizadas a los
componentes de los DES'’s sintetizados muestran que ni las nuevas disales (HBA’s) ni los HBD's
usados para la sintesis de los DES’s son téxicos. Esto dado que ninguno de los compuestos
ensayados mostré porcentajes de inhibicion del crecimiento microbiano mayores al 25 % con la
concentracién mas alta ensayada (2000 ppm). Por encima de 25 % de inhibicidon se puede
considerar que hay algun tipo de inhibicion microbiana (los agentes microbioldgicos, se
consideran y catalogan entre sensibles y resistentes segun el halo de inhibicién y las normas
establecidas por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (NCCLS) donde por regla
general, un didmetro de inhibicién de 30 a 35 mm es indicativo de una cepa altamente sensible
al compuesto ensayado) (255). Como se observa en la Tabla 5.4, solo para 2 de los
microorganismos se evidencid algo de inhibicién, pero con porcentajes de inhibicidn inferiores
al 25%. Sin embargo, en la mayoria de los casos y para todos los demdas microorganismos los
porcentajes de inhibicién fueron nulos. Para los experimentos con menores concentraciones
(200, 150, 100 y 50 ppm) de los compuestos HBA’s y HBD’s en todos los casos el porcentaje de

inhibicidn fue inexistente.

El hecho de que los compuestos formadores de los DES’s no tienen inhibicion microbiana no
significa que los DES’s como tal no la tengan, podria ser, pero seria necesario realizar los ensayos
también a los DES’s. Esto podria ser otra linea de estudio para futuras investigaciones del grupo
ya que algunos DES’s se han estudiado como agentes antimicrobianos. Wikene y colaboradores
(2017) investigaron un efecto antimicrobiano (en cuatro bacterias y un hongo) de los NADES
(acido citrico/sacarosay acido malico/fructosa/glucosa) en distintas relaciones molares. En este

estudio comprobaron la influencia de la dilucién en la red de NADES y sus propiedades
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antimicrobianas sobre diversos microorganismos (256). Otros autores también han reportado
las propiedades antimicrobianas de diversos DES’s para alguin grupo de microorganismos (257—

259).

Los estudios de actividad antimicrobiana que en los DES’s suelen ser usados para medir la
posible toxicidad, cada vez son mas importantes y se van incorporando variables para hacerlos
de manera que se tengan resultados fiables (252). En este contexto, hay diversos reportes que
informan sobre la actividad antimicrobiana los DES’s (119,252,254,257,258) expresada para
ellos como “toxicidad”. El niumero de estudios cada vez mayor ha sugerido que la “toxicidad” de
los DES’s puede ser dependiente de la especie de microorganismo ensayado y estar asociada a
los efectos variados de los componentes de los DES’s en el microorganismo objetivo (252,254).
Esto también lo ha mencionado Junediy colaboradores (2018), que concluyo que cada sistema
mostré una respuesta diferente (en sus ensayos) y el resultado no puede generalizarse a otros

sistemas u organismos (253).

5.5. CONCLUSIONES

v Se caracterizaron los 22 DES’s sintetizados mediante técnicas de RMN y espectroscopia FT-
IR, midiendo algunas de sus propiedades como: densidad, punto de ebullicion, pH,
conductividad, viscosidad, etc.

v" De los 22 DES’s sintetizados, catorce fueron liquidos a temperatura ambiente (DES’s 1, 2, 3,
4,5,6,10,12,13,14, 15,16, 17 y 21). Cuatro (DES’s 9, 11, 20 y 22) presentaron un grado de
cristalizacion minimo con una consistencia sélida (pastosa). Y solo 3 fueron sélidos (DES’s 7,
8vy9).

v’ Los puntos de fusién medidos para los DES’s 7, 8 y 19, fueron 95, 75 y 80 °C, los cuales
cumplieron con la caracteristica de los DES’s de ser menores a sus compuestos formadores
y menores a 100 °C

v La densidad de los DES’s estuvo dentro de los rangos reportados para solventes de este tipo
(1,11y 1,22 g/cm?) al igual que el rango de pH con resultados entre -0,4 y 8,5 en funcidn de
la acidez relativa de sus componentes.

v La viscosidad de los DES’s obtuvo valores entre 83,5 cP (DES17) y 830 cP (DES1). Los DES’s
compuestos por glicerol como HBD, obtuvieron valores mucho mas altos que los demas

(entre 1688 (DES3y 24063 cP (DES15).
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v" Los DES’s sintetizados presentaron bajas conductividades en general con rangos entre 122,7
S/cm (DES3) y 2760 (DES21). Se observo una relacion entre inversa entre la viscosidad y
conductividad de los DES.

v" Los espectros de los DES’s mostraron indicios de la formacién de enlaces de hidrégeno,
puesto que, con la formacion de estos enlaces, las vibraciones de estiramiento de los O-H
cambian y con ello la longitud de onda y la intensidad de los picos. Estos cambios fueron
reflejados por los espectros de los DES’s cuando se compararon con sus compuestos
precursores. En los espectros RMN también se observé este comportamiento.

v" De los compuestos formadores o precursores de los DES’s (HBA’s: Disal 1 y Disal 2; HBD’s:
acido lactico, glicerol, dietilenglicol, urea, etilenglicol y acido oxalico) ninguno tiene

capacidad antimicrobiana.
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6. FRACCIONAMIENTO DE BIOMASA LIGNOCELULOSICA (BML) CON NUEVOS DES’s

6.1. ANTECEDENTES

Muchos productos quimicos comerciales clave son compuestos aromaticos derivados en ultima
instancia de materias primas petroquimicas. La lignina es rica en compuestos aromaticos y
constituye entre el 25 y 35 % de la biomasa lignoceluldsica (BML), por su parte la celulosa
también es componente mayoritario de la BML (1). El aprovechamiento de la BML para la
extraccién de compuestos de interés industrial (como la celulosa o la lignina) se ha convertido
en un factor determinante para seguir en el camino de la sostenibilidad. Hoy en dia se busca
aprovechar la BML, pero su aprovechamiento también implica la investigacion de métodos mas
amigables con el medio ambiente para la extraccién de los compuestos de interés (lo que
llamamos fraccionamiento). Tradicionalmente los solventes han sido fundamentales en los
procesos de fraccionamiento, pero ya sabemos que muchos de estos estdn en camino a ser
reemplazados por los solventes verdes. En los dos capitulos se mostré la sintesis de 22 nuevos
DES’s y su caracterizacién, donde se les midieron algunas de sus propiedades. Los nuevos DES’s
sintetizados podrian representar una alternativa a los solventes en el proceso de
fraccionamiento de BML. Es por ello que se probaron para la extraccion de compuestos como la

celulosay lignina en distintas fuentes de BML.

Hoy en dia gracias a la bioinformatica existen distintos programas informaticos (cada vez mas
avanzados) que estudian parametros y ayudan a minimizar el tiempo requerido para el estudio
de procesos de extraccion y las relaciones existentes entre solutos y solventes. EL software
COSMO -RS es una herramienta de este tipo, que se usd para determinar tedricamente la
capacidad de los DES’s para solubilizar diferentes compuestos de interés a partir de BML, y ser
usados como solventes en la extraccién de dichos compuestos. Este software es capaz de
considerar las propiedades termodinamicas de los solventes y los solutos (valorando las
interacciones de las moléculas que componen el sistema) lo que se puede denominar un estudio

guimico-cuantico unimolecular.

En este capitulo, compararemos el resultado del estudio tedrico con los resultados
experimentales de la extraccién de celulosa vy lignina a partir de BML utilizando los nuevos DES’s

sintetizados en este estudio
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6.2. MATERIALES
6.2.1. Reactivos

Acido sulfurico (96 %), acido férmico (98 %), lignina alcalina (kraft), 4cido férmico (>88 %),
estandares de poliestireno y poli(2-vinilpiridina) se adquirieron de Sigma Aldrich (EE.UU.).
Hidréxido de sodio (NaOH) (97 %) y acido sulfarico (>95 %) se adquirieron de Fischer (EE.UU.).

El etanol (96 %) y la acetona (99,8 %) se adquirieron de Scharlau (Espafia).

6.2.2. Equipos

Se usaron las balanzas de precision de Gram (Espafa) y A&D Weighing. Se usaron placas
calefactoras-agitadoras y termometros electrénicos con sensor de temperatura de IKA®
(Espafa) y Radleys discovery technologies (U.K.) para mantener la temperatura y su control en
las reacciones. El secado se realizé en el horno P Selecta® (Espafia). La evaporacién se realizé
con el equipo de evaporacién rotatoria R210 de BUCHI (Suiza). Para la determinacion de fibras
de las muestras (determinacién de celulosa, hemicelulosa, lignina) se usé el extractor “Dosi-fiber
JP” de Selecta con 6 plazas (Espana) y con el analizador de fibras Ankom 200 (EE.UU.). La mufla
utilizada para la determinacién de cenizas fue Carbolite Gero Limited (U.K.). Para disminuir el
tamanfio de particula de la biomasa se uso el triturador BLENDER A11 Basic de IKA® (Alemania) y
el tamiz utilizado fue un Sieve labopolis (Espafia). Las caracterizaciones FT-IR se realizaron en un
equipo Jasco (FT-IR 6300) (Japdn) utilizando el accesorio de muestreo PIKE MIRacle™ ATR
(Diamond / ZnSe), rango espectral de 4000 a 650 cm™, 64 barridos y resolucién de 4 cm™. El
equipo de ultrasonido usado fue “Ultrasonic cleaner Bransonic®” de Branson Ultrasonic
Corporation (EE.UU.). La centrifugacidn se realizé con el equipo Hettich Zentrifugen EBA21, de
Andreas Hettich GmbH & Co. (Alemania). También se usé el equipo RMN, MERCURY plus NMR
de 400 MHz (EE.UU.) con los distintos solventes deuterados. Para la cromatografia por
permeacién de gel, se utilizd el instrumento Varian ProStar equipado con un detector UV-vis y

dos columnas PolarGel-L (300 x 7,5 mm).

6.3. METODOS
6.3.1. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los extractos obtenidos fueron sometidos a ensayos de RMN. Los espectros fueron analizados
con el programa MestRenova y sirvié para la identificacion de las sefiales correspondientes a la
presencia de compuestos como la celulosa y lignina, entre otros. Técnica y equipo descritos en

el item3.1.1.2y 4.3.2.1.
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6.3.2. Espectroscopia de transmision de infrarrojo con transformada de Fourier

(FTIR).

Los extractos obtenidos fueron sometidos a ensayos de espectrofotometria con el FT-IR. Los
espectros fueron analizados con el programa Spectra Manager y sirvid para la identificacidn de
las sefales correspondientes a la presencia de los compuestos de interés. Técnica y equipo

descritos en el item 4.3.2.1.

6.3.3. Método computacional COSMO-RS

Se uso el método computacional: Cribado de Conductores para Disolventes Reales (COSMO- RS,
por sus siglas en ingles “Conductor-like Screening Model for Real Solvents”) (30) para determinar
y predecir tedéricamente las propiedades termodindmicas de mezclas DES’s. El objetivo del
estudio fue valorar DES’s (posibles mezclas y algunos de los DES’s sintetizados) como solvente
para el fraccionamiento de BML sin datos experimentales. De acuerdo con la composicién de los
residuos de cultivo a ensayar (materiales lignoceluldsicos por ser residuos del agro) (37,60), se
decidié usar como solutos en este estudio tedrico de solubilidad dos tipos de modelos, uno para
azucares simples (mondmero de glucosa o dimero como la celutetraosa (260)) y otro para
algunas de las unidades fenilpropano monoméricas (monolignoles) basicas de la lignina (como
lo es el alcohol p-cumarilico y el alcohol sinapilico) (56,65,66). Y como solventes DES,
representados por las mezclas en las proporciones mas cominmente usadas entre HBA's (Disal
1 y Disal 2) y HBD’s (acido lactico, glicerol, dietilenglicol, urea, etilenglicol y acido oxdlico

(Proporcion HBA: HBD: 0,5:1- 1:1- 1:2 y 1:5 p/p).

Procedimiento COSMO-RS

Se realizé la prediccidn de la solubilidad de los solutos (compuestos modelo para la celulosa
(glucosa y celutetraosa) y la lignina (alcohol p-cumarilico y el alcohol sinapilico)) en los DES’s
utilizados como solventes DES’s (0,5:1- 1:1- 1:2 y 1:5 p/p)) y teniendo en cuenta dos
temperaturas (60 y 120 °C).

Las diferentes moléculas involucradas fueron modelizadas a partir de su estructura quimica en
el software COSMO-RS. El procedimiento fue abrir el programa, seleccionar “Nuevo compuesto”
dibujar la estructura quimica del compuesto y luego seleccionar “Generar molécula”; si el
compuesto era alguno no conocido también se podia generar la molécula a partir de su
nomenclatura SMILES del inglés “Simplified Molecular Input Line Entry Specification”). Una vez

modelizadas, se introdujeron en un conductor virtual donde se calculé la densidad de carga de
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polarizacidn en su superficie (superficie o). El calculo se realizé para cada molécula de interés.
En las modelizaciones las moléculas se representan con distintos colores segun las distintas
regiones de carga. Las regiones polares muy positivas (+) en azul y las polares muy negativas (-)

en rojo, las zonas de menor polaridad en amarillo y verde.

El segundo paso utiliza el calculo termodindamico estadistico donde se relacionan las variables
de los compuestos. La termodindmica de las interacciones moleculares que se basan en el “perfil
obtenido” se utilizan para calcular el potencial quimico del segmento superficial (o-potencial)
en las otras moléculas (77,132,163,167). La solubilidad relativa se calcula a partir de los

parametros de solubilidad segun la ecuacién 6.1. (28,30).

Ecuacion 6.1.

logio(x;) = lOg1o[eXp((ﬂfum - /ljs-owente — AGj rusisn)/RT)]

Donde:
yfum: potencial quimico del compuesto puro j (J/mol); ,u?"“’e”te: potencial quimico de j a
dilucién infinita (J/mol); AG; rysisn: €nergia libre de fusion de j (J/mol); x;: solubilidad de j (g/g

solvente); R: constante de los gases; T: temperatura (°K).

Como se observa en la ecuacidn los calculos realizados por el software, relacion valores
termodinamicos. La solubilidad relativa se calcula siempre en dilucién infinita. El logaritmo de la
mejor solubilidad se fija en 0 y todos los demas disolventes se dan en relacién con el mejor
disolvente. Un disolvente con un valorlog10 (x_j) de -1,00 produce una solubilidad que se reduce
en un factor 10 en comparacidn con el mejor disolvente. Ademas, el logaritmo se transformé en
la probabilidad de solubilidad y se expresd en porcentaje. Al final se obtuvo una tabla de

probabilidad de solubilidad de los solutos en los solventes, expresada en porcentaje

6.3.4. Fraccionamiento de BML
6.3.4.1. Seleccion de solventes a ensayar y protocolo de fraccionamiento.

Considerando los resultados del estudio tedrico de solubilidad realizado con el Software
COSMO-RS, se seleccionaron los DES’s a ensayar como solventes para la extraccion de celulosa
y lignina a partir de 6 diferentes materiales lignoceluldsicos. Se ensayaron principalmente

residuos de cultivo (ramas de nectarina (Nec), ramas de ciruelo (Cir), ramas de meldn (Mel),
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ramas de albaricoque (Alb), ramas de paraguayo (Par) y harina de alcachofa (Alca)). El
procedimiento de extraccidon se baso en el descrito por Cequier y colaboradores (98) con algunas

modificaciones.

En un tubo de vidrio (pesado) con tapa rosca siliconada se pesaron aproximadamente 0,3 g del
material lignoceluldsico y se sometié al fraccionamiento con los distintos DES’s en una relacién
1:10 (muestra/solvente). Los tubos de ensayo cerrados se ubicaron en una placa calefactora y
se sometieron a calentamiento (120 °C) con agitacién constante durante 6h. Pasado el tiempo
de la reaccidn, se realizé la adicidn del etanol para disminuir la viscosidad de la muestra (5 mL
aproximadamente). La muestra se centrifugd 5000 rpm y se separd el sobrenadante
(sobrenadante 1) del residuo 1 (rico en celulosa). El residuo 1 fue lavado con etanol de 3 a 5
veces y llevado a secado en estufa a 60 °C por minimo de 12 h y luego pesado. El etanol del
sobrenadante se evapord, y al residuo obtenido se puso en un tubo falcén pesado, se le
adicionaron 25 mL de agua destilada para precipitar la lignina. La separacién de fases se llevo a
cabo por centrifugacién, donde se obtuvo el residuo 2 (rico en lignina). El residuo 2 fue lavado 3
veces con agua acidificada (acido férmico o 4cido sulfurico al 1 %) y luego con agua destilada.
Posteriormente se llevd a secado en estufa a 60 °C por un minimo de 12 h. Se dejaron enfriar los
residuos en el desecador y se pesaron. El rendimiento de las extracciones (realizadas por
duplicado) se determind por diferencia de pesos (inicial y final de los envases) y los residuos

solidos fueron caracterizados mediante FT-IR.

6.3.4.2. Determinacion de fibras y cenizas en la BML

Se utilizé el método de determinacion de fibra de Van Soest (261,262), método estandar oficial
descrito para la determinacién de celulosa bruta, segin la normativa del Real Decreto
2257/1994 y otros métodos oficiales internacionales. Este método determina la fibra en tres
pasos. En el primer paso se determind la fibra neutro detergente (FND), que proporciona el
porcentaje de extraibles en estas condiciones, mientras que la hemicelulosa, celulosa y lignina
permanecen como residuo. En el segundo paso se determind la fibra acido detergente (FAD),
compuesta principalmente por celulosa y lignina siendo altamente indigerible. En el tercer paso
se realizé la hidrélisis dcida de los polisacaridos (celulosa) para obtener la lignina como residuo
Unico. La cantidad de extraibles (cenizas) es la diferencia entre el peso inicial y el FND. La
cantidad de hemicelulosa se obtiene por diferencia de peso entre FDN y FAD, y la cantidad de
celulosa se obtiene por diferencia de peso entre el FAD y la hidrdlisis acida. Las determinaciones
se realizaron sobre la muestra preparada (molida y seca) y por duplicado. Se realizaron los

ensayos en dos equipos diferentes por nueva adquisicion de material de laboratorio.
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“Dossi fiber”: Para la determinacion de la FND, se peso 1 g de cada una de las muestras, se
puso en reflujo con la solucion neutro detergente (SND) adicionando gotas de trietilenglicol
(antiespumante) y se dejé en extraccion (1 h, posterior a ebullicion). Se lavé con agua
destilada caliente y se filtré. Se retird del equipo y se lavé en frio con acetona. Se llevo a
secado en estufa (105 °C; 12 h). Para la determinacion de la FAD, se pesé 1 g de muestra, se
puso en reflujo con la solucién acido detergente (SAD) y las gotas de antiespumante, se dejo
extraer (1 h). Se lavd con agua destilada caliente, filtrando en el equipo. Se retiré del equipo
y se realizd un lavado en frio con acetona, se llevd a secado en estufa a (105 °C; 12 h).
Finalmente, para la hidrélisis 4cida, a la muestra seca se le adiciond acido sulfurico (H2S0,)
al 72 %, se agitd a temperatura ambiente durante 3 h, se lavé con agua destilada, se filtré y
se llevé a secado en estufa (105 °C; 12 h). Las determinaciones para obtener celulosa,
hemicelulosa y lignina fueron realizadas por duplicado. La determinacion del contenido en
cenizas de la muestra se realizdé en la mufla. Un gramo de muestra seca se sometié a
calentamiento aumentando gradualmente la temperatura del horno hasta 500 °C y se

mantuvo durante 3 h.

Digestor ANKOM: El analisis se realizé en las bolsas filtrantes que trae el equipo donde se
peso 0,5 g (+ 0,05 g) de cada muestra a analizar, se selld las bolsas cercano al borde y
posteriormente se distribuyd la muestra en la bolsa (en este equipo se pueden procesar un
maximo de 24 muestras por digestion). Las muestras se realizaron por duplicado. También
se peso dos bolsitas de filtro para determinar el blanco. Se adicionaron 1500 mL de la SND
y 4 mL de alfa amilasa termoestable en el vaso digestor y se calentd entre 90 -100 °C, dentro
del vaso digestor antes de colocar las muestras. Se puso las bolsas con las muestras en la
gradilla y una vez que la solucidn estd caliente, se colocaron en el vaso digestor y
posteriormente este se cerré y se sellé. Se digesto con agitacién durante 60 min.
Transcurrido el tiempo, se detuvo la digestion, se liberd la presion (abriendo la valvula) y
luego se destapo el vaso. Se dreno la SND y se volvid a cerrar la valvula después de que la
solucidn habia salido del vaso. Se agrega 2 L de agua destilada a 70-90 °C con 4 mL de alfa
amilasa, se cerrd el vaso y se agito por 3 — 5 min esto se repitid. Posteriormente, se hicieron
2 lavados mas solo con agua destilada. Se sacaron las bolsas del digestor y se retird el exceso
de agua de estas presionandolas, se lavaron con acetona por inmersiéon durante tres
minutos. Se removid el exceso de aguay las bolsas se dejaron secar a temperatura ambiente.
Luego se completd el secado a 60 °C durante 4 h. Se enfriaron en desecador y se pesaron
(muestras y blancos). Para la determinaciéon de la FAD, se calenté entre 90-100 °C la SAD

dentro del vaso digestor, se colocaron las muestras y cerro el vaso de digestion. Se dejé en
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digestion con agitacion 60 min, posteriormente se detuvo y se dejo bajar la temperatura a
70 °C. Se adicionaron 2000 mL agua destilada a temperatura ambiente, se cerrd y dejo en
agitacién por 5 min, este lavado se repitid 2 veces. Se sacaron las bolsas del digestor, se les
retiro el exceso de agua y se llevaron a secar. Se tomaron los pesos respectivos y se

realizaron los calculos.

6.3.4.3. Determinacion de los pesos moleculares promedio de la lignina

obtenida mediante cromatografia por permeacién de gel (GPC)

Algunas de las ligninas obtenidas de los residuos de cultivo (2 muestras con mayores porcentajes
de extraccidn) se sometieron a GPC. Se utilizé un instrumento Varian ProStar equipado con un
detector UV-vis y dos columnas PolarGel-L (300 x 7,5 mm). Se utiliz6 DMSO con 0,1 % de
bromuro de litio (LiBr) como eluyente. Las muestras (entre 4 y 8 mg) se disolvieron en 5 mL de
DMSO (0,1 % de LiBr), la velocidad de flujo fue de 0,8 mL/min a 50 °C con una longitud de onda
de deteccion de 260 nm. Los estandares de poliestireno que oscilaban entre 162 y 19.500 g/mol
y de poli(2-vinilpiridina) de 37.500 g/mol (Sigma-Aldrich) se utilizaron para el calibrado del

sistema.

6.4. RESULTADOS Y DISCUSION
6.4.1. Prediccion de la solubilidad con el programa COMOS-RS

El estudio tedrico con el software COSMO-RS se realizé con las proporciones mds usadas para la
preparacion de los DES’s entre HBA’s y HBD’s (1:1,1:2, 2:1, 1:5 y 1:10). Los HBA’s usados como
solventes fueron los nuevos compuestos sintetizados y los HBD’s fueron algunos ampliamente
reportados (como el glicerol, dietilenglicol, urea, acido oxalico). Los compuestos empleados
como solutos para modelizar la BML fueron la glucosa y la celutetraosa como modelos de la
celulosa, y los alcoholes p- cumarilico y sinapilico como modelos de la lignina. Para el estudio
tedrico se utilizaron dos diferentes temperaturas (60 y 120 °C). En total se valoraron mas 48
combinaciones de HBA’s y HBD's. Los log10(x_RS) arrojados se expresaron en probabilidad de
manera porcentual (la Tabla de la modelizacién con estos valores se encuentra en la seccion
Anexos Tabla A4). De acuerdo con los referentes tedricos los valores logaritmicos mds cercanos
a 0 son considerados como mejor solvente. Se debe tener en cuenta que la confiabilidad del
método predictivo del programa COSMO-RS, se basa en el conocimiento de algunas variables
termodinamicas de los compuestos, lo que es mas complejo para todos los compuestos de
nueva sintesis o en proceso de investigacidon que por ende no se poseen los datos suficientes

(como la entalpia y entropia de fusion, la capacidad calorifica de fusion o la presion de vapor).

162



Los modelos de las moléculas usados en la modelizacién del software se muestran en la Figura

6.1

SOLVENTE SOLUTO
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Figura 6.1. Modelos de moléculas usadas en el estudio teérico COSMO-RS. Solventes: DES’s,
HBD’s (gris) y HBA's (azul claro). Solutos: moléculas que representan la celulosa (blanco) y la
lignina (rosa). Los colores dentro de las moléculas representan su polaridad. Regiones polares

fuertemente (+): azul, (-): rojo, verde y amarillo corresponden a la polaridad mas bajas.

Con las moléculas modelizadas de la anterior figura, se realizaron los cdlculos de probabilidad
de solubilidad de los solutos (glucosa, celutetraosa, alcohol sinapilico y cumarilico) en los
solventes. Los solventes fueron las mezclas en diferentes proporciones de los HBA’s y HBD’s,
algunos de los cuales no se sintetizaron en el anterior capitulo, pues abarca un numero mucho
mayor de posibles combinaciones. En la Tabla 6.1. se muestran todas las combinaciones entre
HBA’s y HBD's y la probabilidad de solubilidad de los solutos, para cada modelo introducido en

el COSMO-RS. La probabilidad en porcentaje fue calculada segun la ecuacion 5.1.
Tabla 6.1. Porcentaje tedrico de solubilidad para 4 solutos calculado en el estudio tedrico con el

software COSMO-RS para las distintas combinaciones de HBA’s y HBD’s usados como

solventes.

163



Modelo de soluto a solubilizar

Celulosa Lignina
Mezcla de Glucosa Celutetraosa Alcohol p- Alcohol
solventes cumarilico sinapilico
para DES
HBD | HBA | HBA: | 60°C | 120°C 60 °C 120 60 °C 120 °C 60°C | 120°C
HBD °C
Probabilidad (%)
AL D1 1:1 1,88 0,02 0,000 33,61 13,20 0,25 1,08 0,05
D2 1,67 0,02 0,000 52,75 5,71 0,12 0,33 0,02
D1 1:2 0,36 0,01 0,001 24,86 4,31 0,13 0,81 0,05
D2 0,50 0,01 0,000 | 34,45 3,27 0,10 0,42 0,03
D1 2:1 14,07 0,07 0,000 1,21 50,05 0,59 2,34 0,08
D2 5,54 0,04 0,000 7,60 10,93 0,17 0,35 0,02
D1 1:5 0,20 0,01 0,006 9,35 2,50 0,10 1,30 0,07
Gli D1 1:1 7,57 0,06 0,000 1,86 50,11 0,66 2,96 0,11
D2 4,86 0,04 0,000 2,12 17,45 0,29 0,76 0,03
D1 1:2 2,20 0,03 0,000 14,61 21,15 0,39 1,88 0,09
D2 2,12 0,03 0,000 7,02 12,19 0,25 0,85 0,04
D1 2:1 31,10 0,14 0,000 0,17 80,76 1,21 5,28 0,15
D2 11,38 0,07 0,000 0,66 26,47 0,35 0,78 0,03
D1 1:5 0,82 0,01 0,000 77,62 9,59 0,24 1,40 0,08
Ur D1 1:1 8,02 0,05 0,000 2,44 8,46 0,16 0,38 0,02
D2 4,23 0,03 0,000 12,71 3,01 0,06 0,08 0,00
D1 1:2 3,79 0,03 0,000 10,66 3,06 0,07 0,17 0,01
D2 2,37 0,02 0,000 37,27 1,39 0,04 0,05 0,00
D1 2:1 22,24 0,11 0,000 0,36 28,14 0,38 1,05 0,04
D2 9,55 0,05 0,000 2,66 8,32 0,12 0,19 0,01
D1 1:5 2,12 0,02 0,000 34,64 1,25 0,04 0,08 0,01
D2 1,64 0,02 0,000 69,46 0,80 0,02 0,04 0,00
AO D1 1:1 0,22 0,01 0,005 7,08 2,78 0,08 0,36 0,02
D2 0,25 0,00 0,004 3,34 1,27 0,03 0,08 0,00
D1 1:2 0,17 0,00 0,016 3,47 1,48 0,06 0,98 0,03
D2 0,09 0,00 0,087 1,14 0,68 0,03 0,19 0,01
D1 2:1 3,30 0,03 0,000 24,37 18,71 0,25 0,90 0,03
D2 1,65 0,01 0,000 73,80 4,40 0,07 0,12 0,01
D1 1:5 1,30 0,01 0,000 55,11 3,78 0,10 10,41 0,14
D2 0,62 0,01 0,000 16,65 2,07 0,06 3,86 0,07
Eti D1 1:1 6,10 0,05 0,000 1,09 29,92 0,47 1,91 0,08
D2 4,20 0,04 0,000 2,54 12,44 0,23 0,59 0,03
D1 1:2 2,10 0,03 0,000 5,65 13,29 0,29 1,27 0,07
D2 2,01 0,03 0,000 6,78 8,46 0,20 0,64 0,04
D1 2:1 23,55 0,12 0,000 0,14 78,54 0,88 3,54 0,12
D2 9,54 0,06 0,000 0,85 20,06 0,29 0,63 0,03
Die D1 1:1 32,99 0,13 0,000 0,09 71,63 1,40 8,08 0,24
D2 14,82 0,08 0,000 0,37 41,71 0,59 1,92 0,08
D1 1:2 10,54 0,06 0,000 0,62 74,00 0,92 5,95 0,20
D2 8,11 0,06 0,000 0,89 38,33 0,59 2,66 0,11
D1 2:1 95,56 0,27 0,000 0,02 39,87 2,09 10,92 0,28
D2 24,38 0,12 0,000 0,21 44,95 0,56 1,42 0,05
D1 1:5 3,16 0,03 0,000 5,37 35,61 0,57 4,24 0,17
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D2 3,40 0,03 0,000 4,16 29,38 0,51 3,21 0,14

D1 1:10 1,82 0,02 0,000 16,21 24,35 0,44 3,58 0,16

D2 2,02 0,02 0,000 12,06 23,11 0,44 3,21 0,15

Donde: AL=acido lactico; Gli= glicerol; AO= acido oxdlico; Ur=urea; Eti= etilenglicol; Die= dietilenglicol;
D1=disal 1; D2=disal2
Color verde=DES’s preparados experimentalmente.

Como se observa en la Tabla 6.1. se valoraron 46 mezclas (HBA y HBD) para un total de 368
valores de probabilidad de solubilidad para ambos solutos (celulosa y lignina) representados
como moléculas mas pequefias. Para la celulosa se utilizd la celulosa y la celutetraosa se
encontraron 8 resultados con porcentajes de probabilidad de solubilidad mayores a 25 %. Por
su parte para la lignina, o mds especificamente sus alcoholes cumarilico y sinapilico, se
encontraron 16 resultados de porcentajes mayores al 25 %. De entre estos resultados
relacionados con los DES’s sintetizados experimentalmente se seleccionaron los DES’s para el
trabajo experimental. Para el estudio tedrico se usaron 2 temperaturas (60 y 120 °C), otro de los
criterios para la seleccidn de los DES’s a usar experimentalmente, fue escoger la temperatura
mas alta (120 °C), puesto que es la que ha demostrado mejores resultados para la
fraccionamiento (98). De acuerdo a los criterios de seleccidn, los DES’s sintetizados con valores
de probabilidad mas altos a temperatura de 120 °C, correspondian mayoritariamente al soluto
celulosa. Por este motivo, se escogieron 3 DES’s para esta fraccion y los otros 2 DES’s para la
fraccion de lignina. Los mas altos objeto de seleccidon se muestran en negrilla y de color azul en

la Tabla 6.1.

Estos DES’s seleccionados fueron sometidos al procedimiento experimental para el
fraccionamiento de BML. En la Tabla 6.2. se muestran los DES'’s seleccionados con su porcentaje

de probabilidad de solubilidad tedrico, fraccién preferente a solubilizar y componentes.

Tabla 6.2. Porcentaje tedrico de solubilidad calculado en el estudio tedrico con el software
COSMO-RS (temperatura de 120 °C), para los DES’s sintetizados seleccionados con (% de

probabilidad >25 % para diferentes tipos de solutos (fraccidn preferente a solubilizar).

DES Componentes HBA:HBD Relacion molar COSMO-RS Fraccién preferente

HBA:HBD Teorico (%) a solubilizar
A Disall (D1): Glicerol (Gli) 1:5 77,6 Celulosa
B Disal2 (D2): Urea (Ur) 1:5 69,5 Celulosa
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C D1: Acido oxalico (AO) 1:2 55,1 Celulosa
D D1: Dietilenglicol (Die) 1:5 35,6 Lignina

E D2: Dietilenglicol (Die) 1:5 29,4 Lignina

Como se observa en la Tabla 6.2. se seleccionaron los 5 DES’s que mostraron mayor probabilidad
de solubilidad de los solutos evaluados para realizar las pruebas experimentales de
fraccionamiento de BML y extraccion de celulosa y lignina. Los resultados experimentales
serviran para contrastar si el método tedrico ha sido acertado para la solubilidad de los solutos

en los DES’s o no.

6.4.2. Ensayos experimentales de fraccionamiento con los DES’s seleccionados.

Para ensayar si los DES’s seleccionados con las mayores probabilidades de solubilidad de los
solutos de interés (celulosa y lignina), tenian potencial como solvente de extraccidon, se
realizaron ensayos de fraccionamiento para residuos de BML. En la parte experimental se
trabajo segun el método de Cequier y colaboradores (98). En esta metodologia se separa tanto
el residuo celulésico como la fraccién de lignina. La temperatura del tratamiento en 120 °C ya
gue segun los estudios la extraccién de lignina es mas eficiente a una temperatura mas alta (98).
Pesé a que cada DES’s buscaba extraer preferentemente una fraccion (celulosa o lignina) se
realizd el procedimiento completo y se obtuvo en todos los casos las 2 fracciones, estas fueron
caracterizadas por FT-IR. La BML: nectarina (Nec), ciruelo (Cir), melocotén (Mel), albaricoque
(Alb), paraguayo (Par) y alcachofa (Alc), fueron previamente caracterizados con FT-IR para
identificar en sus espectros la presencia de diferentes compuestos y cuantificados mediante la
determinacidn de fibras descrita en la metodologia para tener los valores porcentuales de su
composicion como referencia. En la Tabla 6.3. se muestran los resultados de la cuantificacion de

los componentes de los residuos lignoceluldsicos.

Tabla 6.3. Cuantificacidon de los sustratos de BML usados en los ensayos de fraccionamiento

(media + desviaciones estandar (s.d.), n=2).

FUENTE Hemicelulosa Celulosa Lignina
% s.d. % s.d. % s.d. Total*
Nectarina (Nec) 10 t4 41 +3 16 +0 67
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Melocotén (Mel) 10 +6 40 +7 18 +2 67

Paraguayo (Par 11 4 36 2 28 2 74
Ciruelo (Cir) 10 t6 41 2 26 2 78
Albaricoque (Alb) 27 t1 37 t4 14 +1 78
Alcachofa (Alc) 17 0 22 2 5 +1 44

s.d. (desviacion estandar) *Para este estudio, el valor total se asume como la suma de los compuestos
de interés. Los residuos contienen otros compuestos (cenizas, azucares y demas que no estan

contabilizados).

En la Tabla 6.3. se observa como la alcachofa es el residuo que menos contenido de celulosa y
lignina tiene. Los otros 5 residuos poseen celulosa en cantidades entre el 36 y el 41 %. Por otra
parte, los residuos de cultivo de paraguayo y ciruelo tienen alrededor del 27 % de lignina. Los
demas compuestos de los residuos de cultivo pueden ser proteinas, pectinas, cenizas, grasas,

ceras, silice y otros minerales (60,97), que pueden influir en el tratamiento con el DES.

6.4.2.1. Fraccionamiento con los DESA,By C

De los 3 DES’s seleccionados para la extraccidn de celulosa (segun la modelizacidn realizada con
COSMO-RS), 2 estan compuestos por D1 como HBA mas Glicerol o acido oxdlico como HBD’s
(DES Ay C, respectivamente). El DES B esta compuesto por D2 como HBA y urea como HBD.
Como el método seguido para el fraccionamiento de Cequier y colaboradores (98), describe la
separacidn no solo de la fraccidn celulésica sino también de la lignina, se realizd6 completo el
método completo. Entonces se obtuvo dos fracciones: celulosa (F1: fraccidn celulésica) y lignina
(F2: lignina) a partir de los residuos de BML con 3 DES’s diferentes. El porcentaje de rendimiento
de la extraccién se calculd por diferencia de pesos como se indica en métodos. Los valores de
referencia con los que se compararon los resultados corresponden a la cuantificacion realizada
por el método de fibras para cada residuo (Tabla 6.3.). En la Figura 6.2. podemos ver los
resultados en porcentaje de extraccién obtenidos para cada una de las fracciones (Celulosa y
lignina, diferenciadas en color), posteriores al tratamiento con los 3 DES’s usados como solvente
(A, By C), para cada uno de los 6 residuos ensayados (Nectarina, Ciruelo, Melocotdn,

Albaricoque, Paraguayo, Alcachofa).
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Figura 6.2. Porcentaje de extraccidn obtenido para la fraccion celuldsica (F1-celulosa) y fraccion
de lignina (F2-lignina) a partir del fraccionamiento de distintas fuentes de BML con los DES A, B
y C, comparadas con los valores de referencia. Los colores de las barras indican las diferentes
fracciones obtenidas en el tratamiento con determinado DES. Gris: DES A-F1; Rosa: DES A-F2;
Azul: DES B-F1; Rojo: DESB-F2; Azul oscuro: DES C-F1; Naranja: DES C-F2. Para los valores de
referencia se usaron los marcadores: circulo amarillo: celulosa+hemicelulosa, triangulo verde:

lignina.

El poder de disolucion de los solventes idnicos en la BML (dentro de los que se encuentran los
DES’s) depende de varios factores fundamentales. El tipo de material a fraccionar, temperatura
y tiempo de disolucidn, relacidn estequiométrica con el soluto, humedad, viscosidad y tamafio
de particulas, son los factores mas importantes (118). Como se observa en la Figura 6.2., el DES
C presento los valores de porcentaje de extraccién mas cercanos a los valores de referencia para
ambas fracciones (celulosa y lignina) con cada sustrato ensayado. Con los DES A y B, se
presentaron porcentajes de extraccidn mucho mayores a los valores de referencia, tanto para
la F1 como para la F2. Ambos DES’s obtuvieron porcentajes de extraccion entre el 78 y el 100 %
(90 % en promedio aproximadamente) para la F1 mientras que para la F2 fueron bantante
menores (entre 0 y 20 %). Esto implica que las fracciones obtenidas deben corresponder a la
mezcla de los compuestos (celulosa y lignina) en la F1 en la que deberiamos encontrar solo la

parte celulésica, esto concuerda con los bajos resultados porcentuales de la F2.
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Para estimar la pureza de los compuestos extraidos se usé la técnica de espectroscopia infrarroja
(FT-IR). Debido al volumen de espectros FT-IR solo se pondran los ejemplos mds representativos
para el andlisis, las demas imagenes junto con la tabla de asignacion de bandas mds comunes se
encuentran en la seccion Anexos Tabla A3. La caracterizacidon del material extraido mediante FT-

IR proporciond un analisis de la pureza relativa de las fracciones.

De los 3 DES’s usados para la extraccién de la fraccidn rica en celulosa se valorara primero el DES
C. Los valores de extraccién de celulosa proporcionados por el DES C para todas las fuentes de
BML fueron cercanos a los valores de referencia. Las caracteristicas fisicas del material obtenido
fueron granulares (tipo fibra) de color similar al de los residuos (como la paja). En la Figura 6.3.

se evidencian los espectros de las fracciones celuldsicas obtenidas a partir del DES C.
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Figura 6.3. Espectro de la celulosa comercial y las fracciones ricas en celulosa obtenidas con el
DES C para todas las fuentes de BML. En orden ascendente del espectro las convenciones son
las siguientes: Linea punteada verde: celulosa comercial, Linea azul oscuro: nectarina, morado:
ciruelo, verde claro: melocotdn, azul menos intenso: albaricoque, naranja: paraguayo y azul

claro alcachofa.
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Como se observa en la Figura 6.3., las sefiales coinciden con la de la celulosa comercial. Se
observan las bandas del estiramientos atribuibles al enlace OH alrededor de 3350 cm™, también
en la zona 2920 y 2859 cm™ aproximadamente correspondientes a los grupos alifaticos (98).
Ademés, se observan claramente las bandas en 1313, 1159, y 1024 cm™ correspondientes al
anillo B-glucopiranosa de celulosay entre 800 y 900 cm™ se observa la vibracién de estiramiento
(ve) fuerte del enlace C-H. También se observan algunas bandas particulares alrededor de los
1600 cm™que pueden pertenecer a la materia prima de partida. Sin embargo, se puede decir
que, para la extraccién con el DES C, la gran mayoria de las bandas coinciden con las del espectro
de la celulosa y no se observan demasiadas bandas adicionales, indicando que en los extractos

obtenidos predomina la celulosa.

Para ver un poco mds en detalle, se escogieron los resultados de fraccionamiento con el DES C
para residuos de cultivo de melocotdn. En la Figura 6.4., se puede observar el espectro de una
de las fracciones obtenidas (fraccién celuldsica) con el tratamiento con el DES C en comparacion

con la celulosa comercial, los residuos de melocotén y el DES C.
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Figura 6.4. Comparacion de espectros para el tratamiento realizado al residuo de melocotén con
el DESC. Linea verde punteada corresponde a la celulosa comercial. La linea continua azul es
para el primer extracto del fraccionamiento (F1: fraccidn celulésica); la linea café corresponde

al residuo de Melocotén y la linea gris al del DESC (D1:AO-1:5).
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En la Figura 6.4., se evidencian las bandas caracteristicas para la celulosa en 3330 cm™
correspondiente a la ve del grupo hidroxilo —OH. Seguido por las bandas en 2920y 2890 cm™ de
la ve del enlace H-C-H (2,98,154,212). Se observan bs en 1220, 1150 y 1028 cm?
correspondientes a vibraciones del enlace C-O-C, C-OH y C-4-OH, del anillo B-glucopiranosa de
celulosa. En general se pueden ver todas las bandas caracteristicas de la celulosa en el espectro.
En 892 cm™ se evidencia la vibracion del enlace CH,OH asociado, también a la ve del
caracteristico enlace B-(1-4)-glicosidico. Se observa una banda en 1612 cm™, que concuerda con
la materia prima de partida, lo que puede indicar que hay presencia de otros compuestos, lo
que aporta a que el porcentaje obtenido en la extraccion fuera levemente mayor al valor de
referencia (40 %). Sin embargo, este DES C se extrae toda la celulosa del residuo de melocotén,
mas algun otro componente de la materia prima, por lo que el resultado es de 42 %. Ademas,
las caracteristicas fisicas concuerdan con lo esperado para este tipo de materiales (material

granular fibroso).

Existen reportes de algunos DES’s compuestos por acido oxalico como HBD, y otros HBA's para
la extraccion de BML. El DES compuesto de cloruro de colina (ChCl) y acido oxalico (AO) en
diferentes relaciones molares también ha tenido resultados buenos fraccionando compuestos
como celulosay lignina de BML, seglin datos reportados (263). Ademas, se ha demostrado como
algunas propiedades (como viscosidad, la conductividad y la temperatura) de los DES’s tienen
efectos en su capacidad para disolver la celulosa, esto ha sido reportado por Zhang y

colaboradores (264) en DES’s compuestos por ChCl como HBA y AO, Ur, Gliy 4cido citrico.

En la Figura 6.5. se muestran los espectros de la lignina recuperada con el DES C comparados

con las bandas de los compuestos que intervinieron en el fraccionamiento.

171



120

100~

\\\ / ‘\\J\/\ \ '
%T \/ \;\/\\ Jy”/v‘\p

————Lignina comercial

= F2: Lignina
40+ ——— Residuo de melocotén
DESC
30 \ \ \
4000 3000 2000 1000 650

Wavenumber [cm-1]

Figura 6.5. Espectros de la lignina comercial y la fraccidn rica en lignina obtenida a partir del
melocotdn fraccionado con el DES C. Linea punteada roja: lignina comercial. Linea continua azul:

extracto dos obtenido, rico en lignina: F2; linea café residuo de melocotén y linea gris: DESC.

Como se evidencia en la figura 6.5., la fraccion 2 (rica en lignina) extraida del residuo de cultivo
de melocotdn tiene bandas muy claras de la lignina. Las bandas entre 1500 y 1700 cm?
corresponden a la vibracién de C=C de anillos aromaticos de la lignina y del grupo carbonilo C=0
(oxidacion de la lignina durante el proceso de extraccidn), respectivamente. La banda ubicada
en 2872 y 2924 cm indica la frecuencia de vibracién de los grupos alifaticos (CHz y CHs).
También se evidencian otras bandas caracteristicas como la que estd a 3318 cm™ asignada a la
ve de los grupos O-H. En la zona de la huella dactilar de los espectros se evidencia la presencia
de una banda en 868 cm™ correspondiente al grupo guacil presente en la lignina (98,212). Los
resultados de porcentajes de lignina extraida con el DES C para los demas residuos, estan entre
el 12 y el 20 %. Solo para los residuos de albaricoque y alcachofa son menores 9y 7 %

respectivamente).

En la mayoria de los casos, los espectros coinciden con las caracteristicas de la lignina, en algin

caso se puede encontrar una pequefa banda correspondiente al DES C, pero esto puede ser
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solventado mediante la realizacién de mas lavados al residuo. En la Figura 6.6., se observan los

espectros del extracto obtenido para la fraccidén 2 a partir de los demas residuos.
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Figura 6.6. Espectros de los extractos obtenidos correspondientes a F2, fraccidn rica en lignina
a partir de los residuos tratados con el DES C. Linea punteada roja: lignina comercial. Las lineas
continuas corresponden a la fraccion 2 (rica en lignina) extraida de los distintos residuos
tratados. Azul: nectarina (Nec); café: ciruelo (Cir); gris: albaricoque (Alb); verde: paraguayo (Par);

morado: alcachofa (Alca).

Como se observa en la Figura 6.6., se pueden observar en el espectro las bandas que concuerdan
con la lignina, por lo que se puede decir que en estos extractos el mayor componente es la
lignina. Podemos ver alrededor de los 3320 cm™ la banda asignada a la ve de los grupos O-H,
entre los 2800y 2900 cm™ la indica presencia de grupos alifaticos (CH, y CHs). Caracteristicos de
la lignina se observa entre 1500 y 1700 cm™ (demarcadas en la figura) las bandas que
corresponden a la vibracién de C=C de anillos aromaticos de la lignina y del grupo carbonilo C=0
y sobre los 850 cm?, las sefiales correspondientes al grupo guacil presente en la lignina

respectivamente.

Como se ha mencionado anteriormente la solubilidad de los compuestos depende de las
propiedades del DES’s, las interacciones de cada sistema y los residuos a los que se aplican (y

sus variables de proceso) (118,264), por este motivo no se espera que todos los DES’s presenten
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el mismo comportamiento para la disoluciéon de la celulosa y lignina. Posiblemente por este
motivo los tratamientos realizados con los DES’s Ay B arrojaron resultados un poco diferentes

a los observados con el DES C.

Para la F1 que se considera debe ser rica en celulosa, el extracto obtenido con el DES A para los
diferentes residuos tratados, obtuvo porcentajes de rendimiento muy por encima de los valores
de referencia, esto mismo sucedid con el DES B. El tener porcentajes mayores a los de referencia
indicaba la presencia de componentes diferentes a la celulosa en el extracto. Dentro de los
componentes que puede haber en la F1 y que aumentan este porcentaje de extracto obtenido
se encuentran la lignina. En la F2 rica en lignina, tanto para el DES A como para el DES B, se
obtuvieron porcentajes de rendimiento de estas fracciones, mucho menores a los porcentajes
de referencia para cada residuo tratado, lo que podria indicar que efectivamente si la lignina
puede estar en la F1. Para corroborar dicha informacidn se analizaron los espectros FT-IR de las
fracciones obtenidas. En la Figura 6.7., se muestran los espectros de la F1 y F2 de los extractos

obtenidos a partir del tratamiento con el DES A.
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Figura 6.7. Espectros de los extractos obtenidos en la fraccion 1 y 2 (F1 y F2) a partir del
tratamiento realizados a los residuos de cultivo con DES A. Parte superior del grafico (A)
Comparacion de la celulosa comercial con las F1 obtenidas. En el siguiente orden: Linea azul
punteada: celulosa comercial; las siguientes lineas continuas corresponden a las F1 de los
diferentes residuos. Verde: nectarina (Nec-F1); café: ciruelo (Cir-F1); gris: melocoton (Mel-F1);

azul: albaricoque (Alb-F1); morado: paraguayo (Par-F1); negro: alcachofa (Alca-F1). Por ultimo,
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la linea punteada naranja corresponde al DESA. La parte inferior (B) Comparacion de la lignina
comercial con las F2 obtenidas. En el siguiente orden: Linea roja punteada: lignina comercial; las
siguientes lineas continuas corresponden a las F1 de los diferentes residuos. Verde: nectarina
(Nec-F2); café: ciruelo (Cir-F2); gris: melocotdén (Mel-F2); azul: albaricoque (Alb-F2); morado:
paraguayo (Par-F2); negro: alcachofa (Alca-F2). Por ultimo, la linea punteada naranja

corresponde al DESA.

Como era de esperar, al igual que en los anteriores espectros referentes a la celulosa, se
evidencian algunas bandas correspondientes a dicho compuesto (cercanas o en 3340, 2850,
1313, 1159, y 1020 cm®). Sin embargo, en la parte de la huella dactilar del compuesto se
observan muchas bandas caracteristicas del DES A como las mostradas entre 1450 y 1390 cm™
correspondientes a la vibracién simétrica de flexién del N-H y a la vibracion de torsion del enlace
C-N (211). La parte de la huella dactilar del espectro del DES Ay de la fraccion celulésica extraida

es similar en las bandas ubicadas en 921 y 785 cm™. Ademads, no se observan claramente la

banda en 890 cm™ caracteristica del enlace glicosidico.

Del analisis de los espectros y el peso de las fracciones obtenidas (tanto para el DES A como para
el DES B), que arrojaron resultados de extraccién mayores al 90 % en promedio, siendo el
maximo posible el valor de referencia que esta alrededor del 50 % para la celulosa, se puede
interpretar hay presencia de solvente y otros compuestos (como hemicelulosa y lignina). Por lo
cual estos DES’s no parecer tener selectividad por la celulosa ni sobre la lignina en los
tratamientos aplicados sobre estos residuos. La presencia de lignina es confirmada por los
balances de masa puesto que los porcentajes de extraccidn de lignina con el DES A y B estan
entre 0-4 %. Los espectros correspondientes los extractos obtenidos con el DESB para celulosa

y lignina se muestran en Anexos, Espectros FT-IR, Figura A49.

6.4.2.2. Fraccionamiento con los DESDy E

Para la extraccion de lignina se seleccionaron 2 DES’s con mayores probabilidades de su
solubilizacion (segun la modelizacién realizada con COSMO-RS). EI DES D compuesto por la Disal
1y dietilenglicol (D1:Die) y el DES E compuesto por la disal 2 y dietilenglicol (D2:Die) ambos en
relacion molar 1:5 (HBA:HBD). Al igual que con los anteriores DES’s se realizé el proceso de
fraccionamiento completo, obteniendo como resultado 2 fracciones (F1: celuldsica y F2: lignina),
segln la metodologia de Cequier y colaboradores (98). Los porcentajes de rendimiento de la

extraccién fueron calculados por diferencia de pesos como se describe en métodos. Los valores
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de referencia son los obtenidos a partir de la cuantificacidon de los residuos lignocelulésicos
(Tabla 6.3). En la Figura 6.8., podemos ver los resultados en porcentaje de extraccion de las

fracciones obtenidas (F1y F2) a partir de los residuos de cultivo tratados con los DESD y E.
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Figura 6.8. Porcentaje de extraccion obtenido para la fraccion celulésica (F1-celulosa) y fraccion
de lignina (F2-lignina) a partir del fraccionamiento de distintas fuentes de BML con los DESD y
E, comparadas con los valores de referencia. Los colores de las barras indican las diferentes
fracciones obtenidas en el tratamiento con determinado DES. Barra gris: DESD-F1; naranja:
DESD-F2; azul: DESE-F1; rojo: DESE-F2. Para los valores de referencia se usaron los marcadores:

circulo amarillo: celulosa+hemicelulosa, triangulo verde: lignina.

En la Figura 6.8., se puede evidenciar que los resultados han estado lejos de lo esperado para
ambas fracciones, puesto que son muy diferentes a los valores de referencia. Para el caso de la
fraccion celulésica (F1), los resultados obtenidos con los DES D y E, para los diferentes residuos
tratados muestran valores mayores a los de referencia (entre el 75y el 100 %), lo que indica que
esta fraccion esta mezclada con otros compuestos y no hubo separacién de los celulosa y lignina.
En cuanto a la F2 los porcentajes obtenidos de extraccidn estan entre el 0 y el 36 %. Para los
residuos de nectarina, ciruelo y alcachofa se extraen 0 % de lignina y mas del 90 %. Teniendo en

cuenta que los valores de referencia para la celulosa son menores del 90 %, se considera que en
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F1 hay presencia de otros compuestos (como pueden ser lignina, hemicelulosa, DES, entre
otros). A partir de los residuos de albaricoque y paraguayo, se extrajo el 30 y 32 %
respectivamente. Esto induce que la lignina también esta mezclada con otros compuestos

puesto que son valores mds altos que los de referencia.

El analisis de los espectros FT-IR puede comprobar la poca selectividad encontrada por estos
DES’s (D y E) para el fraccionamiento de los compuestos de interés (lignina). En la Figura 6.9, se

observa los espectros de los extractos F1 obtenidas con el DES D para los residuos tratados.
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Figura 6.9. Espectro de la celulosa comercial y las fracciones celulésicas (F1) obtenidas del
fraccionamiento de distintos residuos de BML con el DES D. Linea punteada azul: DES D, linea
punteada morado: celulosa comercial. En orden ascendente los residuos de cultivo: Linea verde
claro: paraguayo (Par); azul: albaricoque (Alb); verde oscuro: melocotéon (Mel); marrén:

alcachofa (Alca); azul oscuro: ciruelo (Cir); naranja: nectarina (Nec).

Como se observa en la Figura 6.9., en los espectros presentados para la F1 obtenidas de los
tratamientos con el DES D, se evidencian distintas bandas que corresponden tanto a la celulosa
como al DES D. Las bandas ubicadas alrededor de 3330, 2900, 1315, 1162, 1024 y 890 cm™ son

caracteristicas de la celulosa (vibracion del OH y presencia del enlace glicosidico). Pese a esto
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también se observan bandas bastante claras pertenecientes al DES D, como es el caso de las
bandas en 2931y 2867 cm atribuibles al grupo amino del DES D, junto con la vibracién simétrica
de flexion del N-H ubicadas en 1456, 1393 y 921 cm™ (211). Ademas, también se evidencian
bandas caracteristicas de la lignina y su esqueleto aroméatico entre 1598 y 1368 cm, lo que

explica en parte los valores de extraccién mayores a los de referencia.

Para el caso de la lignina extraida con los DES D y E, los resultados han sido bastante bajos 4 de
los residuos tratados (en algunos casos 0 o cercanos a 0 para los residuos de Nec, Cir, Mel y
Alca). En parte esto ha sido explicado por la poca selectividad de estos DES’s y la presencia de
parte de la lignina en las F1 obtenidas. En la Figura 6.10, se pueden observar los espectros de los
extractos obtenidos con el DES D para los residuos de Alb y Par, que tuvieron los porcentajes

mas altos de extraccién en comparacién con los demas.
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Figura 6.10. Espectros de la lignina comercial y las fracciones de lignina (F2) obtenidas a partir
de residuo de albaricoque (Alb) y paraguayo (Par) tratadas con el DES D. Linea punteada verde:

lignina comercial, naranja: DESD. Linea continua azul: Albaricoque (Alb); verde: paraguayo (Par)

Como se observa en la Figura 6.10, pese a tener algunas bandas muy caracteristicas de lignina

(3318, 2872, 2924, 1500 y 868 cm™) (98,212), también es evidente la presencia del DES D
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principalmente por las bandas se ven claramente en 2928 y 2847 cm™ que corresponden a la ve
del carbdn alifatico y del alcohol primario y de los CH. Ademds en 1391 cm™ se observa la
vibracién de torsion del enlace C-N (211). Lo mismo sucedié para los espectros de la lignina
obtenida con el DES E. En los Anexos, Espectros FT-IR, Figuras A50-A-52, se encuentran las
comparaciones de los espectros de los extractos de lignina (F2) para cada uno de los residuos

con los DES Dy E, y también los correspondientes a los extractos de F1 para el DES E.

La apariencia fisica de la lignina extraida para los casos en los que segun las FT-IR no presentaron
mezclas de solvente, fue similar a la lignina comercial (polvo brillante rojo-marrén) con pesos
moleculares entre 7000-10000 Da (realizado por GCP), con lo que es un polimero con

caracteristicas apropiadas para la industrializacion.

Si se tienen en cuenta todos los resultados y su andlisis (tanto porcentajes de extracto obtenido
como los FT-IR), el solvente que obtuvo extractos con porcentajes de rendimiento mas cercanos
a los valores de referencia y con espectros con mayor cantidad de bandas caracteristicas de los
compuestos buscados (celulosa y/o lignina) fue el DES C. Los demas DES'’s (A, B, D, E) en general
obtuvieron porcentajes altos de la F1 y muy bajos de F2, con extractos que mostraban mezclas
de compuestos en los FT-IR (celulosa-lignina y DES para la F1 y lignina-DES para la F2). Los DES’s
como solventes para fraccionar BML han sido reportados por distintas referencias bibliograficas.
Se ha reportado el fraccionamiento de lignina a partir de orujo de oliva y algunos residuos de
cultivo, usando DES’s sintetizados con cloruro de 2,3-dihidroxipropil-1-trietilamonio como HBA
y acido lactico, urea, glicerol y etilenglicol en diferentes proporciones moleculares. Los
tratamientos realizados con una metodologia parecida a la aplicada en nuestros ensayos,
obtuvieron porcentajes de extraccién de lignina mas altos que los obtenidos por los DES A,B,C,D
y E, consecuentemente porcentajes mas bajos para la F1, donde se obtuvo holocelulosa
(celulosa y hemicelulosa) (212). También se han reportado diversos tratamientos con diversos
DES’s para el tratamiento de BML. Se ha logrado remover distintos polimeros a partir de DES'’s,
por ejemplo a partir de DES conformado por ChCl como HBA y con urea (1:2) 28 y 30 % (155), a
partir de con ChCly LA (1:5) se han obtenido también diferentes porcentajes de deslignificacion
60, 77.9y 88 % (265) y asi mismo se pueden encontrar muchos resultados para la extraccion de
celulosa a partir de biomasa lignocelulésica (se pueden obtener desde 0 hasta 100 % de
extraccion de los compuestos) (52,111,121,147,154,264,266—268). Sin embargo, estos
resultados son poco comparables a los tratamientos realizados en estos experimentos, puesto
hay muchos factores que intervienen en el proceso de fraccionamiento, como el sistema en si,

el método aplicado, la fuente del residuo, etc.
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Los resultados de la modelizacién tedrica realizada con el programa COSMO-RS, no han sido muy
similares a los resultados experimentales. En relacidn a esto se puede tener en cuenta que un
factor que pudo influir en la diferencia de los resultados de la modelizacién, es que para la
prediccidn se usaron moléculas de mucho menor tamafio que las que se extrajeron y esto puede
afectar los valores de las constantes termodindmicas que se asumen en los cdlculos en la

modelizacién y por ende afectar el resultado de la posible solubilidad.

6.5. CONCLUSIONES

v" Se realizé la modelizacién de diferentes mezclas de los nuevos HBA’s y HBD’s como &cido
lactico, dietilenglicol, urea, etilenglicol y acido oxalico, para obtener la probabilidad de
solubilidad de cuatro solutos: glucosa, celutetraosa, alcohol p-cumarilico y alcohol sinapilico
como representantes de celulosa y lignina. Comparando la modelizacién y los DES’s
sintetizados se seleccionaron 5 DES’s con los valores de probabilidad de solubilizacion
mayores a 25 % para los ensayos experimentales.

v" Los 5 DES’s ensayados (A, B, C, D y E) para tratar 6 residuos de cultivo (nectarina, ciruelo,
melocotdn, albaricoque, paraguayo y alcachofa) mostraron resultados no acordes a los
valores de referencia a excepcion del DES C, compuesto por la Disall: acido oxalico (1:5).

v" Los solventes ensayados parecen no ser efectivos para el fracccionamiento bajo las
condiciones de tratamiento realizadas a los residuos.

v" El andlisis de los espectros FT-IR correspondientes a los extractos obtenidos para la F1 (rica
en celuloosa), mostro en sefales correspondientes a mezclas de celulosa, hemicelulosa y
lignina. Para la F2 (lignina)se evidenciaron las sefiales correspondientes de lignina y en
algunos casos trazas de DES.

v En comparacién con los resultados aportados por otros DES’s para el fraccionamiento de
BML, la gran mayoria los DES’s ensayados (A, B, Dy E) obtuvieron porcentajes relativamente

bajos de lignina extraida a partir de los residuos de cultivo ensayados.
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7. DISCUSION GENERAL

Hoy en dia, es creciente el interés de las empresas agroalimentarias por adaptar el modelo de
economia circular, donde se minimizan los residuos y se usan tecnologias con menor impacto
ambiental. Debido a su caracter orgdnico, la gran mayoria de los residuos agroalimentarios
tienen gran potencial como fuente de diferentes compuestos (lignina, celulosa, monémeros,
hidrolizados proteicos, acidos grasos polinsaturados (AGPI), etc), usados en diversos sectores
industriales (cosmética, farmacéutica, quimica, alimentacidn, etc.) (69,75). El desarrollo de esta
tesis doctoral tiene como objetivo general “dar un valor agregado a los residuos
agroalimentarios (biomasa lignocelulésica (BLM) y Sandach) desarrollando procedimientos de
extraccién y/o sintesis, con la que se obtengan compuestos con potencial uso industrial
enmarcados dentro de la economia circular”. Para lograrlo, se establecieron diferentes areas de
accion (uso de residuos agroalimentarios, biocatalisis, sintesis de compuestos y de solventes
verdes), que tienen como finalidad generar procesos mas sostenibles y respetuosos con el medio
ambiente. El uso de los residuos y subproductos agroalimentarios, para la extraccion de
compuestos de interés industrial, no solo los minimiza si no que ofrece valor afiadido a esta
importante industria. Sin embargo, para la aplicacidn de la quimica verde, la extraccion de estos
materiales debe hacerse con metodologias sostenibles. Esto implica la busqueda vy sintesis de
nuevos compuestos y métodos (menos contaminantes, a partir de fuentes no tradicionales y en
lo posible renovables). Por este motivo en esta tesis doctoral se trabajé en el aprovechamiento
de diferentes residuos agroindustriales mediante el empleo de procesos y metodologias

sostenibles.

Dado que los subproductos de la pesca son de gran interés por el tipo de compuestos que
contienen (colageno, acidos grasos poliinsaturados (AGPI), proteinas, etc.) y por el volumen de
residuos que generan, se trabajé con uno de estos. Los pescados marinos son conocidas fuentes
de AGPI como el omega-3, principalmente los pescados azules. Sin embargo, pescados blancos
como el rape también almacenan AGPl (como el &acido eicosapentaenoico (EPA) y
docosahexaenoico (DHA) (77,160)) en el higado, esta parte no es ampliamente utilizada y suele
desecharse (157-159). Los beneficios para la salud de los omega-3 han sido ampliamente
descritos principalmente en enfermedades cardiovasculares (ECV) y muchas otras patologias
(diabetes, sistema inmunitario, cancer, etc) (79,80,83—-88). Por estos motivos se estudio este
subproducto como posible fuente de AGPI. A partir del higado de rape se extrajo aceite de

higado de rape (AHR) (extraccion sélido/liquido con cloroformo y metanol (2:1p/p) o reactivo
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Folch (RF)). Inicialmente se determind el contenido total de AHR con varias extracciones hasta
agotamiento. Asi, se extrajo un 39 % de AHR valor mayor al reportado por el aceite de higado
de atun (17,5 %) y subproductos de salmén y anchoa (170-172). El perfil lipidico del AHR
determinado por cromatografia de gases con detector de ionizacién de llama (GC-FID), mostrd
un 26,5 % de AGPI donde el DHA correspondia al 15,2 %y el EPA al 4,4 %, ademas de otros acidos
grasos monoinsaturados como el oleico con un 21 %. Buscando un proceso de extraccion mas
limpio, se emplearon solventes organicos diferentes a los cominmente usados, como: el 2-
metiltetrahidrofurano (2-MeTHF), ciclopentil metil éter (CPME), dimetil carbonato (DMC) vy
limoneno (LMN). Previo a los ensayos experimentales con estos solventes, se optd por probar
las nuevas tecnologias computacionales aplicadas a la quimica, usadas principalmente por que
reducen el tiempo, materiales y equipos, lo que puede ser considerado como uno de los
principios de la sostenibilidad. Se realizaron modelizaciones de solubilidad con el programa
COSMO-RS, para este caso con el fin de valorar los solventes y contrastar los resultados tedricos
y experimentales. Para las modelizaciones se establecieron cuatro configuraciones tedricas
diferentes de triacilglicéridos (TAG) (teniendo en cuenta el perfil lipidico del AHR) y se
introdujeron en el programa junto con las modelizaciones de las moléculas de los solventes, de
manera que los calculos del programa permitieron determinar un porcentaje de probabilidad de
solubilidad. Los resultados tedricos mostraron que, para todas las configuraciones de TAG's, los
solventes 2-MeTHF, CPME y LMN presentaban 100 % de probabilidad de extraccién. Mientras
gue el DMC mostré porcentajes menores al 21 % en tres de los cuatro TAG’s modelizados. Por
su parte, el RF mostrd valores inferiores al 4 % para los mismos TAG’s. Los resultados entre la
modelizacién tedrica y los datos experimentales no fueron similares, se debe tener en cuenta
que las configuraciones de TAG’s pueden ser muchas y para el modelo se usaron cuatro, la
conformacion real de los TAG’s del AHR, pueden haber influido en las diferencias. Ademas de
esto, se ensayaron dos métodos de agitacién diferentes (Roller mixer (RM) y Ultra Turrax (UT))
para evaluar su efecto en la extraccion del AHR con los solventes verdes. Los resultados
mostraron que el método de agitacion RM fue mas efectivo que el UT. Con el RM se logrd extraer
mas del 96 % con cuatro de los cinco solventes ensayados.

El uso de los omega-3 puede ser en forma de acido libre y/o de éster ya sea para la fabricacion
o suplementacion de alimentos (77,78,106). Una de las ventajas de los ésteres es su facilidad de
sintesis, por lo que producir ésteres etilicos de AHR fue otro de los objetivos de este trabajo. La
sintesis de dichos ésteres se realizd mediante el uso de biocatalizadores, esto debido a las
ventajas que brinda, como son las condiciones suaves de reaccion, la selectividad, la reduccién
de los costos energéticos entre otras (21-23). De la variedad de enzimas comerciales que se

pueden usar, se escogieron las células de microorganismos como los hongos filamentosos o
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también llamadas resting cells fungicas. Esto para estudiar alternativas a las enzimas comerciales
cuyos procesos de extraccion, purificacion e inmovilizacién suelen ser dificiles y costoso.
Buscando una alternativa mas econdmica y sostenible para la esterificacidn, se estudio el efecto
de diferentes resting cells fungicas en la esterificacién del AHR para la obtencién de ésteres
etilicos. Se usaron dos resting cells (R. oryzae y A. flavus), sus mezclas (1:1y 7:3 respectivamente)
y se compararon los resultados con los obtenidos por la enzima comercial: Novozym 435 o
Candida antarctica. Los biocatalizadores producidos en el laboratorio tuvieron una actividad
enzimatica (U) de 1,4 umol/min para R. oryzae y de 0,03 umol/min para A. flavus. Se probaron
dos métodos de esterificacidn, la esterificacion directa (en una etapa) o indirecta (en dos etapas:
hidrélisis y esterificacidén) y tres tiempos de reaccion (24, 48 y 72 h). El seguimiento de las
reacciones se realizé por RMN. La integracion de las diferentes sefiales correspondientes al acido
graso y éster junto con el porcentaje en peso del producto obtenido, determinaron el porcentaje
de rendimiento de las reacciones. En cuanto a los porcentajes de rendimiento, los resultados
para las lipasas de A. flavus fueron menores para todos los tiempos ensayados y en ambos
métodos de esterificacion, esto seguramente debido a su baja U. Asi mismo su mezcla (1:1) con
R. oryzae mostro bajos rendimientos de esterificacion, al igual que la mezcla (7:3), sin embargo,
los rendimientos mostrados por esta ultima mezcla fueron algo mejores. Las lipasas de R. oryzae
en ambos métodos de esterificacién obtuvieron resultados cercanos a los ofrecidos por
Novozym 435. Solo en un caso, R. oryzae supero a Novozym 435 (reaccién directa, t:24 h;
resultado 53 % de éster, comparado con 44 % obtenido por Novozym 435). Tambien se valoré
el efecto de los biocatalizadores en el perfil lipidico de los ésteres, encontrando que R. oryzae
tiene una selectividad hacia el DHA, de manera que no lo esterificaba, lo que podria llegar a ser
util para buscar su aislamiento. Otro de los aspectos a resaltar del uso de las resting cells, es que
fueron mas eficientes en la hidrélisis (ensayada en la esterificacién de dos etapas: hidrdlisis y
esterificacidn). En los ensayos realizados, se observé que nuestros resting cells fueron capaces
de hidrolizar hasta el 95 % de los acidos grasos en comparacién con el 83 % de Novozym 435.
Por lo que son una buena alternativa, mas econdmica y eficiente para las reacciones de este
tipo. En el proceso de hidrdlisis del AHR a parte de liberar los acidos grasos, se obtiene glicerol,

un compuesto muy interesante debido a que tiene una amplia gama de aplicaciones.

En el desarrollo de otro trabajo realizado en esta tesis, se utilizé un derivado del glicerol ( el 1,3
dicloro 2-propanol), los dicloroalcholes se usan como precursores de nuevos compuestos de
interés industrial (195—-199). A partir del 1,3 dicloro 2-propanol y una solucién etandlica de

trimetilamina vy trietilamina, se estudié la sintesis de nuevos compuestos. El objetivo fue
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sintetizar compuestos denominados Hydrogen Bond Aceptor (HBA), que se usan entre otras,
para la produccién de nuevas generaciones de solventes verdes, que buscan reemplazar los
solventes provenientes de la industria petroquimica. De los ensayos, se logré obtener Cloruro
de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propanol (Disal 1) y Cloruro de 1,3 (bis)trimetilamonio-2-propanol.
(Disal 2). El ensayo con mejor resultado para cada una de las disales, considerando el mayor
porcentaje de rendimiento (calculado segun la relacién del peso obtenido y el reactivo limitante
(Ecuacion 4.1)) y la ausencia de impurezas (a partir del andlisis de los espectros de resonancia
magnética nuclear (RMN)), fue escalado. Las disales 1 y 2 caracterizadas por RMN y FT-IR
mostraron las sefales caracteristicas de su estructura molecular, que incentiva a la formacién
de enlaces de hidrégeno (207), por lo cual son considerados como HBA’s. Sus puntos de fusion
altos (235 y 255 °C para las disales 1 y 2 respectivamente) caracteristicos de este tipo de
moléculas sirvieron también para el seguimiento. La capacidad absorcién de agua (CAA) del
ambiente fue determinada para las disales, con miras a otras posibles aplicaciones para los
nuevos compuestos. Sin embargo, los valores de CAA inferiores a 10 % para la Disal 1 no fueron
significativos. La CAA para la Disal 2 cercana al 15 % consigui6 llegar al 37 % aumentando su
superficie de exposicidon. Sin embargo, a la hora de recuperar el agua absorbida, los resultados
no lograron mantener las caracteristicas de aplicabilidad para este tipo de compuestos (217).

El objetivo principal de sintetizar nuevos HBA's fue usarlos como precursores para la sintesis de

los cada vez mds importantes solventes eutécticos (DES's).

Los DES’s son el resultado de la mezcla de al menos un HBA y un “Hidrogen Bond Donnor” (HBD),
que tienen innumerables aplicaciones (133,146). Uno de sus principales usos, como solvente
representa muchas ventajas no solo por ser mas baratos si no menos contaminantes (215), lo
cual es de especial importancia si se tiene en cuenta que hay innumerables procesos quimicos
que requieren el uso de solventes. Hay una gran cantidad de compuestos que pueden ser usados
como HBD’s (azucares, aminoacidos, acidos carboxilicos, aminas, entre otros). A partir de los
ensayos se logro la sintesis de 11 DES’s a partir de las Disal 1 (HBA) mezclada con acido lactico,
glicerol, dietilenglicol, urea, etilenglicol y acido ascdérbico (HBD's) y otros 11 DES’s a partir de la
Disal 2 mezclada con los mismos HBD’s, en distintas proporciones (1:2, 1:5 é 1:5). Los DES’s
fueron caracterizados mediante RMN y FT-IR, en las que se observaron desplazamientos leves
en la longitud de onda que confirma la formacién de puentes de hidrégeno (210).

Se usaron las condiciones de sintesis que lograron la formacién de los DES’s para su escalado. y
se les determinaron algunas de sus principales propiedades (densidad, viscosidad, pH,

conductividad, CAA, punto de fusidn).
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En cuanto a las propiedades que juegan un papel importante para determinar el uso del DES, los
valores estan dentro de los rangos ya reportados para DES’s compuestos por distintos HBD's y
cloruro de colina como HBA (127,148,237). Se confirmo la relacidn directa entre la densidad y la
viscosidad para todos los DES’s y con los HBD (127,128,136,138). La viscosidad es una de las
propiedades mas importantes por las implicaciones que puede tener en una linea de
procesamiento industrial (116,121,130,242), pese a estar dentro del rango de las reportadas por
los DES'’s, los valores obtenidos se pueden considerar como altas ( >100 cP) (130,241). Las
conductividades de los DES’s sueles ser bajas, por lo que no suelen tener muchas aplicaciones
en esta area (127,130,151), para los DES’s sintetizados concuerda con esta premisa 2 mS cm™.
La CCA fue mayor para los DES’s con HBD’s como glicerol, dietilenglicol y etilenglicol,
especificamente con la Disal 1 (entre 3y 5,6 %) y ligeramente mayores con la Disal 2 (entre 4y
8 %). Los puntos de fusidn menores a 100 °C para los DES’s sélidos, es una caracteristica de este
tipo de compuestos (229). El sintetizar nuevos DES’s abre las posibilidades a explorar sus usos

en las diferentes aplicaciones.

Uno de los posibles usos de los DES’s es como solvente en procesos de fragmentacion de BML,
lo que nos lleva a otro de los objetivos de esta tesis doctoral, obtener compuestos de interés
industrial a partir de residuos agroalimentarios como la BML, usando métodos mas respetuosos
con el medio ambiente como son el empleo de solventes verdes (DES’s). Los residuos organicos
obtenidos del procesamiento de industrias de zumos, aceite de oliva, etc. (industria de peso en
el pais), ademas de los residuos de cultivos agricolas contienen distintos compuestos quimicos
usados en distintas aplicaciones como la lignina y celulosa, que pueden generar valor afiadido.
Se ensayaron los DES’s sintetizados como solvente para el fraccionamiento diferentes residuos
de cultivo (nectarina, ciruelo, melocotdn, albaricoque, paraguayo y alcachofa), usando el
método modificado de Cequier et. al. (98) para obtener una fraccién rica en celulosa y otra en
lignina. Pero previo a la experimentacion, se usé el programa de COSMO-RS para la modelizacion
tedrica y prediccion de la solubilidad de la celulosa y lignina en los DES’s. La simulacidn tedrica
realizada con las modelizaciones de las moléculas de los DES’s y moléculas modelo
representantes de la celulosa y lignina, mostrd porcentajes de probabilidad de solubilidad (% P)
entre 0 y 77 %. De estos resultados se escogieron los cinco DES’s, con que presentaron
porcentajes mas altos de probabilidad de solubilidad para realizar los ensayos experimentales
(DES A, D1:Glicerol (1:5), 77,6 % P celulosa ; DES B, D2:Urea (1:5), 69,5 % P celulosa ; DES C,
D1:acido oxalico (1:2), 55,1 % P celulosa; DES D, D1:Dietilenglicol (1:5), 35,1 % P lignina; DES E,
D2:Dietilenglicol (1:5), 29,5 % P lignina. Se utilizaron los residuos de cultivo a los que se les

determino su composicion (celulosa y lignina), estos valores fueron usados como valores de
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referencia; posteriormente obtuvieron las diferentes fracciones. A los extractos obtenidos se les
determind el rendimiento de extraccién (% R) y se analizaron con FT-IR, para ver si las sefales
correspondian a los compuestos esperados (celulosa o lignina). Para la fraccién de celulosa los
porcentajes obtenidos de extracto fueron mucho mayores (entre 70 y 100 % R) a los valores de
referencia de cada residuo y para todos los DES’s ensayados excepto el DESC. Con los DES A, B,
D y E; la fraccién de lignina no fue separada (>1 % R) con excepcidn de los resultados para el
paraguayo y albaricoque. (11 a 34 % con los DES’s D y E). El andlisis de los espectros FT-IR mostrd
sefales que indicaban mezcla de celulosa, lignina y el DES’s. El Unico solvente que mostré
resultados cercanos a los valores de referencia y que la valoracién de los espectros FT-IR
coincidia con las caracteristicas del extracto fue el DESC, compuesto por la D1 y acido oxdlico,
de este HBD hay reportes con buenos resultados de fragmentacién de BML. (263). En general,
para todos los ensayos podemos decir que los resultados obtenidos en las pruebas
experimentales no coincidieron con los de la modelizacién tedrica. Entre otros aspectos, estos
resultados pudieron deberse a que el programa COSMO-RS funciona mejor con modelizaciones
de moléculas mas sencillas. Los polimeros lignina y celulosa, que son de gran tamafio son muy
dificiles de modelizar, por lo que se usaron moléculas mas pequefas como modelo (glucosa,
celutetraosa, alcohol sinapilico y cumarilico), es decir que la probabilidad de solubilidad, fue
calculada para esas moléculas relativamente pequefias, cuando en realidad se pretendia extraer
un polimero de tamafio mucho mayor. Otro aspecto a tener en cuenta es la composicién de los
residuos para los compuestos de interés (lignina 5 a 28 %; celulosa 22 a 41 %), podemos decir
no son especialmente ricos en estos compuestos en comparacién con otros residuos. Estas
“bajas” cifras pudieron influir en el desarrollo de la extraccidn. Ademas, dependiendo de la
matriz lignoceluldsica en la que estan los compuestos y del tipo de residuo, esta puede ser mas
o menos disponible. La accién de la solubilidad de los solutos en los DES’s depende de las
propiedades del DES’s, las interacciones de cada sistema (residuo-DES’s), el material tratado
(humedad, viscosidad, tamafio de particulas) y sus condiciones de tratamiento (temperatura,
tiempo, relacion estequiométrica, etc.) (118,264). Como se evidencia la cantidad de variables a
manejar es inmensa y todas estas pudieron influir, para no lograr la separacién exitosa de los
compuestos de interés y del DES’s de los extractos obtenidos. A pesar de los resultados
obtenidos, creemos que la investigacion en relacion al disefio, sintesis y aplicaciones de los DES’s
como disolventes es un tema de interés y por lo tanto en el grupo de investigacion se continuara
trabajando en ello. Obtener resultados positivos y de mayor aplicabilidad es el objetivo de los
trabajos de investigacion, pero los resultados que no son lo esperado también sefiala los nuevos

caminos a seguir, para los futuros investigadores.
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8. CONCLUSIONES GENERALES

De los resultados obtenidos en esta investigacién titulada “Obtencién de productos de interés

industrial a partir de residuos agroalimentarios mediante procesos quimioenzimaticos”, se

pueden establecer las siguientes conclusiones

v

A partir de los residuos agroalimentarios se pueden obtener diversos productos de interés
y potencial uso industrial como aceite de higado de rape, compuestos donadores de
hidrogeno y solventes eutécticos con procesos enzimaticos y/o quimicos, generando
diversas alternativas para producir valor agregado.

A partir de un subproducto de la industria pesquera como el higado de rape se logré extraer
el 100 % de su aceite (contenido total 39 g /100 mL) usando los solventes verdes
ciclopentilmetileter y 2-metiltetrahidrofurano. De los métodos de agitacién ensayados para
extraer aceite de higado de rape, el mejor método de agitacidn es rotatorio (equipo Roller
Mixer (RM)) que obtuvo con todos los solventes verdes ensayados entre el 96 y 100 %, del
aceite.

El perfil lipidico del aceite de higado de rape extraido determinado por cromatografia,
mostro que se compone mayoritariamente de acidos grasos monoinsaturados (43,7 %) y
polinsaturados (26,5 %), dentro de los cuales destaca el 15,2 % de acido docosahexaenoico
(DHA) y el 4,4 de eicosapentaenoico (EPA).

Se produjeron biocatalizadores a partir de hongos filamentosos (R. oryzae y A. flavus)
“resting cells”, que se usaron en procesos de esterificacion de una y dos etapas para obtener
ésteres etilicos de aceite de higado de rape. Las resting cells fungicas hidrolizaron un mayor
porcentaje en comparacion con la enzima comercial (entre el 85 y 98 %). Sin embargo, en la
esterificacién, tanto directa (una etapa) como posterior a la hidrolisis (dos etapas), estos
valores son menores que los de la enzima comercial. Los porcentajes de esterificacion
obtenidos con las resting cells de R. oryzae (61-65 %) pese a ser menores que los obtenidos
con la enzima comercial (65-85 %) son mas altos que los obtenidos por A. flavus (41 y 46 %).
Las tecnologias informaticas de simulacion y prediccion fueron usadas dentro de este
trabajo tanto para el estudio de solventes verdes en la extraccion de aceite de higado de
rape, como en el estudio de la probabilidad de la solubilidad de biomasa lignoceluldsica en
diferentes DES’s aportando valor al analisis de datos, mostrando la aplicabilidad de este tipo
de herramientas, sus ventajas y desventajas.

Se sintetizaron dos nuevos compuestos el cloruro de 1,3 (bis)trietilamonio-2-propano (Disal

1) y el cloruro de 1,3 (bis) trimetilamonio-2-propanol (Disal 2) a partir del derivado de glicerol
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(1,3 dicloro-2-propanol), que por sus caracteristicas pueden ser usados como compuestos
donadores de hidrégeno. Los rendimientos de reaccién en el escalado para la Disal 1 fueron
similares a los obtenidos en los ensayos de sintesis (83 y 82,5 % respectivamente), al igual
que para la Disal 2 (98 y 100 % respectivamente).

Los puntos de fusién fueron 235 y 255 °C para la Disal 1 y 2 respectivamente, valores
caracteristicos para este tipo de productos. La capacidad de absorcidn de la Disal 2 (14,44
%) es mayor que la de la Disal 1 (8,87 %) y para ambos casos la absorcién de agua es mas
intensa en los 3 primeros dias donde se absorbe aproximadamente el 95 % del total.

Se sintetizaron 22 nuevos solventes eutécticos (DES’s) usando como aceptores de hidrégeno
(HBA’s) las disales sintetizadas y como donadores de hidrégeno (HBD’s) acido lactico,
glicerol, dietilenglicol, urea, etilenglicol y acido oxalico. Los HBA y HBD no mostraron
actividad antimicrobiana posterior a los ensayos realizados. Los nuevos DES’s sintetizados
fueron caracterizados mediante resonancia magnética nuclear (RMN) y espectroscopia
infrarroja (FT-IR), donde se evidenciaron algunos de los desplazamientos correspondientes
a los enlaces OH causados por la formacidn de puentes de hidrégeno de los DES's.

A los 22 solventes sintetizados, se les determinaron algunas de sus propiedades
fisicoquimicas como densidad, pH, conductividad, viscosidad y capacidad de absorcién de
agua; obteniendo valores caracteristicos para este tipo de solventes. La densidad estuvo
entre (1,11 y 1,22 g/cm?3), el pH entre -0,4 y 8,5 en funcién de la acidez relativa de sus
componentes. La viscosidad entre 83,5 cP (DES17) y 830 cP (DES1) para los menos viscosos
y entre 1688 (DES3) y 24063 cP (DES15) para los valores mas altos. Las conductividades
fueron bajas entre 122,7 S/cm (DES3) y 2760 S/cm (DES21). Ademds, los puntos de fusion
de los compuestos solidos fueron menores a 100 °C. La absorcidon de agua en los DES’s
estuvo enteel Oy el 8 %.

Algunos de los solventes eutécticos (DES’s) sintetizados fueron ensayados para el
fraccionamiento de biomasa lignoceluldsica (BML). De los 5 DES’s ensayados (A, B, C, Dy E),
para tratar 6 residuos de cultivo (nectarina, ciruelo, melocotén, albaricoque, paraguayo y
alcachofa) solo el DESC (compuesto por la Disall: acido oxdlico (1:5)) obtuvo resultados de
fraccionamiento cercanos a los valores de referencia (composicion de celulosa y lignina de
cada uno de los residuos). Los demas solventes usados mostraron resultados no acordes a
los valores de referencia.

En general, con el DES A (Disal 1:Glicerol, 1:5) y DES B (Disal 2:dietilenglicol, 1:5), se
obtuvieron altos porcentajes de extraccion en la fraccion 1 (F1) correspondiente a la celulosa
(entre 78 y 100 %). No obstante, el analisis de los extractos mediante FT-IR mostro sefiales

caracteristicas que indicaban presencia de celulosa, lignina. Esto concuerda con los bajos
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porcentajes obtenidos para la fraccién 2 (F2) correspondiente a lignina (0-20 %). Los
solventes A y B son poco eficientes para la extraccion de celulosa y lignina a partir de BML
para en los residuos tratados.

En los ensayos realizados con el DES D (Disal 1:Dietilenglicol, 1:5) y DES E (Disal
2:Dietilenglicol, 1:5), se observaron igualmente altos porcentajes de F1 (75 y 100 %) y bajos
porcentajes para la F2 (0 y 36 %). En los extractos de la F1 también se evidencio presencia
de sefiales correspondientes a celulosa y lignina. Ademas, en los extractos que presentaron
los porcentajes mas altos para la F2, se observaron mezclas de lignina con trazas del
solvente. Los DES’s D y E son poco eficientes para la extraccidn de celulosa o lignina a partir

de BML para en los residuos tratados.
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Tabla Al. Estructuras moleculares mas descritas en esta Memoria.

ANEXOS

N° Nombre de la Molécula Figura
1 Cloruro de 1,3 (bis)trietilamonium-2-propanol
2 Cloruro de 1,3 (bis)trimetilamonium-2-propanol

[ ¥

3 Acido lactico
4 Glicerol
5 Etilenglicol
6 Urea
7 Dietilenglicol
8 Acido oxalico
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9 Celubiosa

10 Alcohol Sinapilico
11 Celulotetraosa

12 Alcohol cumarilico
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Tabla A2. Prediccidn obtenida con el COSMO-RS para el estudio de la solubilidad del aceite de
higado de rape (AHR) en distintos solventes (datos obtenidos del software).

nol (1:2)

Solvente TAG 1 TAG 2 TAG3 TAG 4

logl0(x | w_sol | log10(x | w_sol | logl0(x | w_sol | loglO(x | w_s

_solub) | ub _solub) | ub _solub) | ub _solub) | olub
2- 0,0 0 0,0 NA 0,0 NA 0,0 NA
Metiltetrahidrofu
rano (2MTHF)
Ciclopentil metil- | 0,0 0 0,0 NA 0,0 NA 0,0 NA
eter (CPME)
Dimetilcarbonato - 2,731 (0,0 NA
(DMC) 0,6799 | 78005

0929

Limoneno 0,0 NA 0,0 NA 0,0 NA 0,0 NA
Cloroformo:Meta 0,0 NA

Composicién de TAG’s: TAG1=R1(C16:0); R2(C22:6); R3(C16:0). TAG2=R1(C18:1); R2(C20:5);
R3(C16:0). TAG3 = R1(C18:1); R2(C22:6); R3(C18:1). TAG4 = R1(C22:6); R2(C22:6); R3 (C22:6)

%,C22:6=21,6%

Composicién base del Aceite de higado de Rape: C16:0 = 18,7 %, C18:1 = 15,1 %, C20:5 = 8,7
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Tabla A3. Asignaciones de las sefiales mas comunes de los grupos funcionales y enlaces de los

compuestos de los espectros de FT-IR en relacion a la longitud de onda (cm™) (167,194,209—

212).
Grupo funcional o enlace

O-H
N-H
=C-H
=C-H
C-H

=-CH;
O-H
c=C
c=0
c=C
C-N

c-0-C
-C-H

Intervalo de frecuencia de transmitancia/absorcidn cm™

3650-3590
3500-3300
3100-3070
3100-3000
2900-2700
2880-2860
2700-2500
2140-2100
1750-1700
1600-1500
1340-1250
1200-1180
770-730

1650-1590
1420-1410
2000-1600
1440-1320
2970-2950
1320-1210

900-650
900-880

1380-1370 @ 1470-1430

950-900
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Tabla A4. Datos completos descargados del software COSMO-RS de la prediccion obtenida para

el estudio tedrico de los DES’s como solvente de fraccionamiento de biomasa lignocelulésica.

Solvent

)
al

=

Lactic
acid

Glyce
rol

ti

Glucose (Cellulose)

Log10(X- Proba
RS) bility
(%)
60 120 | 6 | 1
°C °C 0 2
° 0
C | °C
- - 1, | O,
1,7 3,6 8 0
262 | 733 | 8 | 2
313 | 036
3
- - 11, o,
1,7 |37 6 0
766 | 269 | 7 2
456 | 615
6 4
- - 0, | O,
2,4 4,0 3|0
415 | 626 | 6 1
851 | 998
9 8
- - 0, | O,
2,3 4,0 5 0
025 | 016 | O 1
732 | 845
8 3
§ - 170,
0,8 31 |4 O
517 | 446 | O 7
708 | 156 | 7
4 5
- - 5 10,
1,2 3,4 5 0
563 | 171 | 4 | 4
549 | 954
3 7
- - 0, | O,
2,7 4,2 2 0
066 | 152 1
878 | 759
8 8
NA NA N N
Al A
- - 7, | O,
1,1 132 5 0
209 | 320 | 7 | 6
763 117
4 3
- - 140,
1,3 3,3 80
137 | 728 | 6 | 4
333 | 224
7 3

Cellutetraose

(Cellulose)
Log10(X- Proba
RS) bility
(%)
60 120 | 6 | 1
°C °C 0 2
° 0
Cc | °C
701 04 |0 | 3
856 | 735 | 0 | 3,
123 | 091 | 0 | 6
3 0 1
680 | 0,2 [0, | 5
573 | 777 | 0 | 2,
364 | 774 | O 7
4 0 5
5,01 - 0, | 2
577 | 0,6 0 | 4,
082 | 044 | O 8
616 | 1 6
2
5,36 - 0, | 3
108 04 0 | 4,
244 | 628 | O 4
652 | O 5
1
941 | 1,9 |0, | 1,
313 | 171 | O 2
394 | 947 | O 1
0 0
823 | 1,1 0, | 7,
415 | 193 | O 6
336 | 144 | O 0
4 0
4,23 - 0, |9,
302 1,0 0 3
036 | 291 | O 5
593 | 6
5
NA NA N N
Al A
8,71 1,7 |0, | 1,
702 | 314 | 0 | 8
603 | 233 | 0 | 6
6 0
878 | 16 |0, | 2,
752 | 746 | O 1
814 | 444 | 0O 2
2 0

p-coumaryl alcohol

(Lignin)
Log10(X- Proba
RS) bility
(%)
60 120 | 6 | 1
°C °C 0| 2
° 0
cC | °C
- - 10,
0,8 25 |3, | 2
795 | 997 | 2 | 5
903 | 834 | O
9 8
- - 5 1|0,
12 1 29 | 7|1
434 | 109 1 2
386 | 842
2 9
- - 4, | 0O,
1,3 28 3 1
658 | 710 | 1 3
953 | 969
8 5
- - 3,0,
1,4 3,0 2 1
859 | 059 | 7 0
896 | 184
2 4
- - 50,
0,3 22 |0, | 5
005 | 29 | 0 | 9
796 | 369 | 5
9 5
] - 1110,
0,9 2,7 |0, | 1
614 | 598 | 9 7
235 | 550 | 3
2 6
- - 2, | O,
1,6 2,9 5 1
028 | 898 | O
925 | 109
5
NA NA N N
A | A
- - 5 |0,
0,3 21 10, | 6
000 | 791 | 1 | 6
537 | 913 | 1
5 3
- - 10,
0,7 25 |7, ] 2
581 | 415 | 4 | 9
873 | 951 | 5
8 3

Sinapyl alcohol

(lignin)
Log10(X- Proba
RS) bility
(%)
60 120 | 6 |1
°C °C 0| 2
° 0
C | °C
- - 1, | O,
1,9 3,2 0 0
677 | 875 | 8 5
504 | 704
7 2
- - o, | O,
2,4 3,7 3,0
852 | 592 | 3 2
674 | 708
5 4
- - 0, | O,
2,0 3,3 8 0
931 | 224 1 5
998 | 682
1 5
- - o, | O,
2,3 3,5 4 0
747 | 895 | 2 3
991 | 270
7 9
: - 2, ]o,
1,6 3,0 3 0
299 | 952 | 4 8
907 | 852
1 4
- - o, | O,
2,4 3,8 3 0
592 | 208 | 5 2
386 | 886
1
- - 1, O,
1,8 3,1 3 0
873 | 645 O 7
584 | 497
8 7
NA NA N N
Al A
- - 2, | 0,
1,5 | 29 |9 | 1
281 | 606 | 6 1
296 | 598
2 8
- - 0,0,
2,1 3,4 7 0
212 | 712 | 6 3
256 115
4 2
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S = = 2,10 724 08|01 = = 2 |0, = = 1, | O
al 16 | 352 0 000|340 /|4 06 |24 1|3 1,7 |30 80
t 583 | 626 | O | 3 | 367 | 144 | O | 6 H 746 | 136 | 1 9 | 249 | 600 8 | 9
1 609 | 079 9| 0| 1 428 1504 |5 38 | 887

1 4 1 5 1
S - - 2,0 |78 |11 |07, - - 1 0, - - 0, |0,
al 16 |/ 35|10 817|539 |0|0 /|09 |26 |2 |2 20|33 8|0
t 746 | 805 | 2 | 3 | 291 | 28 | O | 2 139 | 056 |1 5 |692 |58 |5 | 4
2 537 | 545 3 0 411 | 996 | 9 461 | 087

6 2 5 8 8 7
s = = 3,0 |103 2,70 |0 | 00 = 8 |1, = = 5 1|0,
al 0,5 28 |1, 1 83 703 0| 1|98 |19 |0 | 2|12 | 28 |2 1
t 072 | 444 |1 | 4 | 9%5 | 044 O 7 | 015 170 | 7 | 1 | 773 | 127 | 8 | 5
1 571 | 609 | O 3 3|0 7 727 | 6 362 | 493

2 7 2 6 9
S - - 110 /964 | 21 |0, |0, - - 2 |0, - - 0, |0,
al 09 31 |1, |0 |19 |79 | 0|6 |05 |24|6 |3 21|35 |7|0
t 440 | 540 | 3 | 7 | 411 | 873 | O 6 | 772 | 539 |4 |5 | 103 379 | 8 | 3
2 343 | 631 | 8 9 0 785 | 197 | 7 561 | 730

6 4 6 7 6 6
s = = 0,0 603 010, |7 = = 9, 0O, - - 1, | O
al 20 38 |8 | 0| 997 100 0|7 |10 26 5|2 |18 |31 |4 0
t 887 | 282 2 | 1| 729 | 088 O 6 | 181 | 184 | 9 | 4 | 535 087 | O | 8
1 355 | 517 1/0/| 2| 778 | 570 346 | 751

5 3 9 2 7 7
S NA NA | N | N | NA NA | N| N | NA NA | N | N | NA NA | N | N
2 Al A Al A Al A Al A
S | Urea = = 8, |0 | 870 16 |0, | 2, = = 8, 0, = -0 |0,
al 10 32 00| 29% | 131 | 0 4 | 10 | 28 |4 |1 24 37 3|0
t 958 | 638 | 2 | 5 492 | 147 | 0O | 4 | 725 060 | 6 | 6 | 179 | 509 | 8 | 2
1 483 | 647 2,0 446 | 747 403 | 675

6 7 6 5
S - - 4,0 /79208 |0 |1 - -13 10, - -0, 10,
al 13 |35 |2 0 934 |97 0| 2 15 32,0 |0 30| 43|00
t 733 1 215 3 | 3 14 | 534 | 0 7 | 208 233 |1 |6 | 79 | 78 | 8 | 0O
2 309 | 942 0|1 832 | 037 245 | 286

5 4 5 6 4
S = = 3,0 775 090, |1 = = 3,0, = -0, 0,
al 14 |34 7,0 )| 89| 720 0 0| 15 31|00 2,7 40 1 0
t 212 | 917 | 9 | 3 | 082 | 437 | 0 | 6 | 139 | 386 | 6 | 7 | 824 | 427 7 | 1
1 729 | 947 8 0| 6 807 | 782 728 | 902

9 6 7 4 5 3
S - - 2,10 /71704 |0, 3 - -1 1410, - -0, |0,
al 16 | 36 | 3 | 0 222 |28 | 0| 7, 18| 34,3 |0 32| 45|00
t 255 1831 7| 2 | 166 | 461 | O | 2 584 | 518 | 9 4 | 953|132 | 5|0
2 917 | 409 5 0| 7 | 512 | 734 122 | 067

4 8 7 9 2 7
S = = 2.0, 99 24 0, 0, = = 2 |0, = -114 |0,
al 06 |29 2|1 |82 40|03 |05 | 24 8 | 3 19 34,0 0
t 528 | 602 | 2 | 1 | 956 | 85 | 0| 6 507 153 |1 8 | 796 | 044 5 | 4
1 490 | 990 | 4 4,0 171 | 189 | 4 469 | 392

5 1 5 3
S - - 9,0 |89 | 1,5 |0, | 2 - -8 10, - -0, |0,
al 10|32 5|0 |87 | 754 0 6 10/ 293 |1 27 41|10
t 201 | 815 | 5| 5 | 524 |38 | 0|6 799|110 | 2 2 | 28 377 9 |1
2 844 | 274 1 0 121 | 584 940 | 229

1 4 2 2 6 8
S = = 2,0 | 700/ 040 3 = = 1, | O = -0, 0,
al 16 | 36 1|0 | 301|604 0 4|19 34 |20 30| 42 0 0
t 730 | 698 | 2 | 2 99 | 690 | O | 6 | 025 | 302 | 5| 4 973 | 938 |8 |1
1 392 | 429 70| 4 | 654 | 623 154 | 043

5 6 9 9 1
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S - - 1, /0, |667 01 O, | 6 - -0, |0, - -0, |0,
al 1,7 | 37 | 6 | 0 | 242 | 582 0 |9, 20 36 |8 |0 33| 45|00
t 856 | 745 | 4 | 2 | 594 | 412 | 0| 4 957 | 021 | 0 | 2 | 824 | 491 4 | O
2 860 | 854 8 0 6 | 480 | 712 928 | 950
9 4 9 4 8
S | Oxali = = 0, | 0, | 4,27 = 0, 7, = = 2, |0 = = 0, O,
al | cacid 26 | 42 2,0 /372 1,1 0|0 15|30 |7 0|24 36 |3 0
t 617 | 135 | 2 | 1 | 423 | 500 O | 8 564 | 876 8 8 | 476 | 990 6 | 2
1 036 | 031 608 | 5 336 | 341 676 | 255
7 3 5 7 1 3
S - - 0,0, | 435 - 0, | 3, - -1 10, - - 0, 0O,
al 26 | 43 | 2|0 216 14 0] 3 18| 34/ 2|0 |31 |43 |00
t 105 | 155 | 5 | 0 | 158 | 765 | O | 4 | 970 | 735 | 7 | 3 | 241 | 585 | 8 | O
2 561 | 591 464 | 4 742 | 213 044 | 818
5 2 1 6 9 2
s = = 0, 0, | 3,80 = 0, | 3, = = 1, | O = = 0, |0,
al 27 43 |10 51314 0|4 18 32 |4|/0)| 20|34/ |9 |0
t 697 | 060 | 7 | O | 244 | 596 | 1 | 7 292 | 392 8 6 |08 | 744 8 | 3
1 410 | 459 910 | 6 449 | 744 888 | 013
9 3 4 6 5 2 9
s - - 0,0, | 305 - 0,1, - -10,]0, - - 0, |0,
al 30| 44 0|0 81 19 0|1 21, 35|/6|0| 27 |40 1|0
t 319 1 693 | 9| 0 | 627 | 425 | 8 | 4 | 656 | 395 | 8 | 3 | 268 181 | 9 | 1
2 887 | 561 038 | 7 813 | 555 729 | 580
2 3 9 8 6 6 5
S - - 3,0 762| 06 |0, | 2 - - 1 0, - - 0, O,
al 14 |35 3|0 | 150 | 131 (O 4, |07 | 25 |8 |2 |20 34 |9 0
t 816 | 935 | 0 | 3 | 746 | 633 | O 3 | 278 | 984 | 7 |5 | 465 731 | 0 | 3
1 883 | 261 2 0| 7 |80 | 151 |1 494 | 796
5 8 3 1 6 4
S - - 1, |0, | 671 - o, | 7 - -14,10, - - 0, O,
al ,7 |/ 38 |6 0 93|01 0] 3 13314029 |42 |1 0
t 832 1 479 ' 5| 1| 154 | 319 | O | 8 565|481 |0 7 | 237 875 2|1
2 140 | 538 228 | 0 | O | 728 | 932 88 196
8 2 5 4 3
S - - 1, | 0, | 624 -10, |5 - - 3,0, - - 1 0,
al 18 38 |3 0 48| 02|05 |14 30 7 /|1,09 |28 01
t 863 | 746 | O | 1 | 357 | 588 | 0 | 1 | 222 | 133 | 8 | O | 826 | 640 | 4 4
1 186 | 030 030 | 0 | 1 | 893 | 066 046 | 108 | 1
8 3 9 6 1 7 8
S - - 0,0, 532 - 0,1 - -12, 10, - - 3,0,
al 22 | 40 | 6| 0 | 08 | 07 0|6, 16| 32/ 0|0 |14 |31 |80
t 043 | 536 | 2 /1 173 |78 | 0| 6 | 85| 080 | 7 | 6 | 130 | 819 | 6 | 7
2 908 | 363 672 | 0 | 5 | 315 | 848 254 | 402
9 4 2 7 6 4
S | Ethyl = = 6, 0,904 | 19 |0 |1, - - 2 |0, - - 1, | O
al | ene 12 1 32 |1 0 258 618 | 0| O | O5 |23 |9 |4 1,7 |30 90
t | glycol 145 | 947 | 0 | 5 | 094 | 657 | O | 9 | 240 243 9 | 7 | 182 | 80 | 1 | 8
1 448 | 838 9 0 339 | 776 | 2 625 | 800
4 6 9 4 4
S - - 4,10 /851 | 15 |0 |2 - - 10, - - 0,0,
al 13 /34|20 675|956 |0|5 /|09 |26 |2 |2 22|35 5|0
t 763 | 115 ' 0| 4 | 682 | 517 | O | 4 053 | 358 |4 3 |28 367 9|3
2 410 | 322 3 0 084 | 825 | 4 336 | 189
2 1 7 1 5 7
S = = 2,10 779 12 |0 5 = = 1 0, = = 1, | O
al 16 '/ 35 |1 0 037 478 0|6 08 |25 |3 |2 18 |31 2 0
t 772 | 683 | 0 | 3 | 506 088 | O |5 764 375 2 9 | 971 | 698 7 | 7
1 322 | 214 5 0 066 | 834 | 9 993 | 753
6 3 9 2 1 9
S - - 2,10 |768 | 1,1 |0, 6, - - 8, 0, - - 0,0,
al 16 | 35|00 935 |68 | 0|7 |10 |27 |42 21|34 6|0
961 | 86 | 1 | 3 | 572 8 | 727 | 033 | 6 | 0 | 927 | 343 | 4 | 4
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t 958 | 683 176 | O 915 | 124 773 | 442
2 7 9 8 0 2 3 6 6
S = = 2,0 105 28 |0 |0 = = 7 |0, = = 3,0,
al 06 |29 [ 3,|1 346 | 578 | 0| 101 |20 8|8 14|29 |5 1
t 280 | 341 | 5 | 2 | 826 | 522 | 0| 4 049 | 543 5 8 | 508|327 4 2
1 922 | 560 | 5 2 0 240 | 021 | 4 629 | 411

7 7 3 5 5 4
S - - 9,10 /938 20 |0 |0, - - 2|0, - - 0, |0,
al 10|32 5|0 |78 |693 0 8|06 |25|0|2)|21 35|60
t 205 | 072 4 | 6 01 654 | 0 | 5| 976 | 350 | O | 9 | 994 | 937 | 3 | 3
2 348 | 948 7 0 689 | 308 | 6 725 | 262

3 9 4 7 4
S | Dieth = = 3,0 /109 |30 |0, 0| 01 = 7 |1, = -18 1|0,
al | ylene 04 | 28 2,1 |167 | 260 | O | O | 449 | 1,8 |1, | 4 10| 26 |0 | 2
t | glycol 816 | 801 | 9 | 3 /650 [ 503 | O | 9 | 082 536 | 6 | 0| 924 | 242 | 8 4
1 809 | 804 | 9 8 4 0 9 533 | 3 784 | 280

4 7 7 2 6
S - - 110 /98|24 |0, |0, - - 4 |0, - - 1, 0O
al 08 | 30 |4 | 0 | 498 | 328 | 0| 3| 03 22 /1, |5 147 31|90
t 291 | 735 | 8 | 8 | 758 | 604 | O | 7 797 | 320 | 7 9 | 163 | 19 | 2 | 8
2 244 | 149 | 2 2 0 598 | 989 | 1 442 | 425

1 3 3 6 7 5
S = = 110 /969 22 |0, |0, = = 7 |0, = -15 10,
al 09 | 32 0| 0O |49 (063 | O 6|01 20 4 |9 12 26 9| 2
t 770 | 025 | 5 | 6 | 182 | 9%6 | O | 2 307 365 O 2 | 258 | 8% 5 O
1 732 | 681 4 4 0 575 | 147 | O 225 | 683

1 4 7 9 9 2
S - - 8]0 /926 | 20 |0, |0, - - 310, - - 2, | 0,
al 10 /32 |1 0 39 |51 08|04 228 |5|15)|29 |6 1
t 912 | 420 ' 1| 6 | 329 | 663 | O | 9 164 | 290 | 3 | 9 | 758 571 |6 | 1
2 463 | 117 3 0 318 | 273 | 3 216 | 036

7 2 7 4 7
S = = 9 0 |120| 37 |0, 0, | 03 = 3|2, = -1 110,
al 00 | 25 |5 |2 029 | 704 | 0O O 993 |16 |9 | O 09| 25|0 | 2
t 197 | 642 | 5 | 7 | 417 | 631 | O | 2 | 010 807 8 | 9 | 616 | 583 | 9 | 8
1 342 | 752 | 6 8 0 8 556 | 7 999 98 | 2

5 2 5 9
S - - 2,0, 102 26 |0, |0, - - 4 |0, - - 1, | 0,
al 06 | 29 4| 1|85 82 |0 2 03 22 |4 |5 |18 |32 |40
t 129 | 387 | 3 | 2 | 233 | 109 | O | 1 | 472 | 487 ' 9 | 6 | 484 | 919 | 2 | 5
2 760 | 867 | 8 1 5 0 643 | 494 | 5 251 | 240

2 5 2 7 1 7
S = = 3,0 /828 | 1,2 |0 |5 = = 310, = -4, 0,
al 15 35|10 187 [ 6% [ 0| 3 | 04 | 22 |5 |5 13 27 2|1
t 005 | 337 | 6 | 3 | 006 | 490 O 7 | 484 | 446 | 6 | 7 | 725 | 646 | 4 | 7
1 316 | 996 1 0 119 | 891 | 1 731 45

1 7 7 3

S - - 3,0 (831 13 |0, 4, - - 2 |0, - - 3,0,
al 14 | 34 |4 0 204 |88 0| 1|05 |22 |9 5|14 |28 |2 1
t 680 | 905 | O | 3 | 364 | 364 | O | 6 318 | 925 |3 | 1 | 937|525 1 | 4
2 147 | 526 7 0 962 | 148 | 8 861 | 947

6 9 4 1 3 5
S = = 1, 0, |75 07 O | 1 = = 2 |0, = -3, 10,
al 1,7 | 36 8 | 0 | 88 |92 0 6 |06 23 4] 4 14 28 |5 1
t 402 | 87 | 2 | 2 | 742 | 528 | O 2 | 134 | 527 | 3 | 4 | 456 | 042 | 8 | 6
1 941 | 936 0|1 317 | 983 | 5 063 | 419

6 9 3 8 7 5
S - - 2,10 |766 | 09 |0 1 - - 2 |0, - - 3,0,
al 16 | 36 | 0O 0 672 |18 0|2 |06 | 23 |3 |4 |14 |28 |2 1
t 949 | 435 | 2 | 2 | 317 |001 | O| O 362 | 613 |1 4 934|371 1|5
2 893 | 189 9 0] 6 71 | 672 | 1 112 | 992

3 6 7 2 6
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Salt 1 (S1): 1,3-triethylammonium-2-hydroxypropyl-chloride. Cloruro de 1,3 (bis) trietilamonio-2-propanol.
Salt 2 (S2): 1,3-bisammonium-2-hydroxypropanol-chloride. Cloruro de 1,3 (bis) trimetilamonio-2-propanol.

NA: no aplica
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ESPECTROS RMN

Ensayos Disales

Predicted 1H ,EMR Spectrum
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Figura Al. ‘"H-RMN Disal 1-Prediccién Mest renova
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Figura A2. 'H-RMN Disal 1 —Ensayo A0.'H NMR (400 MHz, cdcls) 3 10.34 (s, 8H), 7.99 (s, 9H),

7.12 (s, 11H), 5.06 (s, 16H), 4.23 (s, 17H), 3.24 (s, 4H), 2.59 — 2.18 (m, 104H), 1.89 (s, 25H), 1.62 (s,

16H), 1.25 (s, 403H), 0.97 (t, J = 7.3 Hz, 32H), 0.91 (dd, J = 39.4, 7.2 Hz, 86H).
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Figura A3. 'H-RMN Disal 1 —Ensayo A2. *H NMR (400 MHz, cdcls) § 10.25 (s, 116H), 8.21 (s, 5H), 8.15
(s, 115H), 6.76 (d, J = 6.3 Hz, 5H), 5.88 (s, 48H), 5.00 (dt, J = 14.1, 9.9 Hz, 224H), 4.31 — 4.18 (m, 248H),
3.26 (s, 13H), 3.18 (s, 36H), 2.40 — 2.27 (m, 118H), 1.92 — 1.74 (m, 260H), 1.42 — 1.28 (m, 403H), 1.28 —
1.06 (m, 1741H), 0.91 (t, J = 7.4 Hz, 378H), 0.83 (t, J = 6.9 Hz, 189H).

JE4_02_PROTON_01 F-8oo
750
700

650

/ 600
. . S — - — S S S 550
500
450

400

Intensidad

350

300

250

=200

150

100

] =

EEEEE wn r-50

o
| S

0.18 <
w0401
131
0.82

6 Z?éj{{
I

A

i

%

.l

8|

1

I

r T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 0 4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura A4.'H-RMN Disal 1 —-Ensayo A4. 'H NMR (400 MHz, cdcls) & 8.16 (d, J = 7.5 Hz, 33H), 6.73
(d, J = 7.4 Hz, 34H), 5.30 (s, 6H), 5.03 (t, J = 10.0 Hz, 13H), 4.83 (s, 43H), 4.32 (d, J = 14.4 Hz, 27H),
3.57 (ddt, J = 35.0, 13.9, 7.0 Hz, 258H), 3.46 — 3.35 (m, 91H), 3.20 (s, 105H), 3.08 (g, J = 7.3 Hz, 614H),
2.43 —2.33 (m, 33H), 2.28 (dd, J = 18.1, 10.6 Hz, 134H), 1.87 (dd, J = 12.6, 3.3 Hz, 177H), 1.73 — 1.62
(m, 197H), 1.62 — 1.50 (m, 303H), 1.45 — 1.33 (m, 1436H), 1.32 — 1.19 (m, 2843H), 1.18 — 1.01 (m, 307H),
0.84 (t, J = 6.8 Hz, 308H).
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Figura A5. 'H-RMN Disal 1 ~Ensayo A7. 'H NMR (400 MHz, dmso) & 6.66 (t, J = 6.1 Hz, 8H), 6.33
(t, J = 5.3 Hz, 8H), 5.52 (dd, J = 13.2, 6.0 Hz, 58H), 5.43 (dd, J = 32.4, 10.4 Hz, 126H), 5.31 — 5.26 (m,
8H), 5.06 — 4.94 (m, 79H), 4.88 (d, J = 3.4 Hz, 49H), 4.65 — 4.42 (m, 109H), 4.41 — 4.26 (m, 12H), 3.61
(dd, J = 10.1, 5.2 Hz, 359H), 3.46 (t, J = 8.3 Hz, 61H), 3.42 — 3.26 (m, 333H), 3.27 — 3.14 (m, 54H), 3.06
(dd, J = 14.8, 9.2 Hz, 22H), 2.94 (dd, J = 13.4, 8.3 Hz, 7H).
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Figura A6. 'H-RMN Disal 1 ~Ensayo A8. 'H NMR (400 MHz, cdcls) & 8.24 (s, 3H), 6.67 (d, J = 6.4
Hz, 3H), 4.98 (s, 2H), 3.17 (s, 10H), 3.09 (q, J = 7.3 Hz, 3H), 2.36 — 2.22 (m, 13H), 1.90 (d, J = 9.3 Hz,
2H), 1.71 — 1.54 (m, 17H), 1.38 (tt, J = 15.8, 7.9 Hz, 14H), 1.26 (d, J = 18.3 Hz, 176H), 0.91 — 0.80 (m,
20H).
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Figura A8. 'H-RMN Prediccién Disal 2
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Figura A9. 'H-RMN Disal 2 —Ensayo B1. 'H NMR (400 MHz, d0) § 4.94 (t, J = 9.5 Hz, 500H), 4.84 (s,
43H), 4.74 (s, 11H), 3.62 — 3.46 (m, 2434H), 3.40 — 3.25 (m, 9301H), 3.21 (d, J = 0.4 Hz, 172H), 3.13 (s,
62H), 2.80 (s, 61H), 2.26 — 2.24 (m, 5H).
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Figura A10. *H-RMN Disal 2 —-Ensayo B3. 'H NMR (400 MHz, d20) & 4.79 (t, J = 9.5 Hz, 248H), 4.69
(s, TH), 4.59 (s, 35H), 3.63 — 3.59 (m, 1H), 3.58 — 3.54 (m, 6H), 3.53 (s, 2H), 3.51 (s, 4H), 3.48 — 3.31 (m,
1235H), 3.14 (d, J = 19.8 Hz, 5617H), 3.06 (s, 12H), 2.98 (s, 20H), 2.10 (d, J = 0.5 Hz, 33H), 1.05 (t, J =
7.1 Hz, 1H).
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Figura A11. 'H-RMN Disal 2—Ensayo B2. *H NMR (400 MHz, d»0) & 4.93 (t, J = 9.5 Hz, 237H), 4.84 (s,

16H), 4.74 (s, 22H), 3.61 (s, 89H), 3.59 (s, 54H), 3.56 (s, 133H), 3.55 (s, 157H), 3.51 (d, J = 2.3 Hz, 369H),
3.49 — 3.46 (m, 185H), 3.28 (d, J = 20.7 Hz, 4945H), 3.23 — 3.22 (m, 3H), 3.21 (s, 24H), 3.13 (s, 20H).
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Figura A12. '"H-RMN Disal 2—Ensayo B4. *H NMR (400 MHz, cdsod) & 4.94 — 4.87 (m, 32H), 4.85 (s,
3H), 4.75 (s, 5H), 4.54 (s, 2H), 3.56 — 3.46 (m, 151H), 3.35 (d, J = 8.2 Hz, 25H), 3.31 (s, 651H), 3.26 (s,
20H), 3.20 (dd, J = 3.1, 2.5 Hz, 6H), 3.13 (s, 3H).
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Figura A13. 'H-RMN Disal 2-Comparaciones entre ensayos B2, B3, B4, B5, B6, B7, BS, B9, B10,

B11.

RMN DES’s

JA-DES1_oh1A.lactic(1-5)-dmso_PROTON_01

"H NMR (400 MHz, dmsd)4.93 — 4.89 (m, 2H), 4.674t 9.6 Hz, 4H), 4.17 (dd= 6.9, 3.9 Hz,

2H), 4.04 (¢) = 6.9 Hz, 12H), 3.4 (tdd= 21.2, 14.1, 6.9 Hz, 65H), 3.03/(,7.3 Hz, 2H), 2.08 —
2.07 (m, 3H), 1.40 — 1.37 (m, 6H), 1.29 — 1.24 (m, 9H), 1.20-d6,3, 4.1 Hz, 101H), 118 — 1.15 (m,
4H).
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Figura A14. 'H-RMN DESL1.
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JA_Des2_oh1A.lactic(1-10)-dmso_PROTON_01
700
. 650
H NMR (400 MHz, dmsd)4.95 — 4.87 (m, 7H), 4.674¢ 9.4 Hz. 6H), 422 — 4.13 (m, SH). 4.03 (q.
J=6.9Hz, 27H). 3.52 = 335 (m, 63H). 3.33 (s, 6H), 3.04 (53 Hz, 3H), 207 (s. 3H), 1.45-1.41
(m, 3H), 1.40 = 1.36 (m, 15H), 1.29 = 1.24 (m, 19H), 1.24 = 118 (m, 149H) ¥ B6(Hz, SH) FE00
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Figura A15. "H-RMN DES2.
JA-DES3_oh1Glicerol(1-5)-dmso_PROTON_01
"H NMR (400 MHz, dms)6.98 (s, 6H), 4.65 (s, 9H), 4.46 (s, $2H), 3.34 (ddi25.1, 16.8, 5.0 Hz,
288H), 3.04 (s, 3H), 2.07 (s, 1H), 1.20 (s, 118H).
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Figura A16. *H-RMN DES3.

Intensidad

r75

70

65

60

55

50

45

40

35

30

25

20

ri5

10

Intensidad

234



JA-DES4_oh1Glicerol(1-10)-dmso_PROTON_01

"H NMR (400 MHz, dmsd)6.89 (s, 28H), 4.64 (s, S6H), 441 (s, 753H), 3.36 (d8.9, 21.6, 4.4
Hz, 1962H), 3.05 (s, 14H), 1.39 — 1.33 (m, 1H), 1.21 (s, 526H), 1.07 — 1.02 (m, 2H).
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Figura A17. “H-RMN DES4.
JA-DES5_oh1Dietile(1-5)-dmso_PROTON_01
"H NMR (400 MHz, dms)7.09 (d,/ = 8.2 Hz, 405H), 4.75 — 4.44 (m, 4109H), 3653 Hz,
47H), 3.58 (d/ = 5.3 Hz, 56H), 3.56 — 3.33 (m, 26319H), 3.25 — 3.21 (m, 160H), 2.08 (s, 18H), 1.39 —
1.34 (m, 1H), 1.28 — 1.12 (m, 8375H), 1.05 (s, 25H).
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Figura A18. 'H-RMN DESS.
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JA_DES6_oh1dietile(1-10)-dmso_PROTON_01

'H NMR (400 MHz, dms®)7.03 (d.J = 8.2 Hz, 284H), 4.60.{t= 5.5 Hz, 4586H), 3.65 (dt= 10.8,
5.4 Hz, 26H), 3.60 — 3.56 (m, 64H), 3.53 - 3.32 (m, 27223H),.823 & Hz, 112H), 2.08 (s, 17H),
1.37 (s, 1H), 1.21 (,= 7.1 Hz, 5619H), 1.05 (s, SH).
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Figura A19. *H-RMN DES6.
JA_DES7_oh1-urea(1-5)_dmso_PROTON_01

"H NMR (400 MHz, dmsd)7.05 (dJ = 8.2 Hz, 1237H), 5.44 (i 43.3 Hz, 26575H), 4.67 4z 9.2
Hz, 1167H), 3.53 — 3.32 (m, 25257H), 3.30 (s, 1264H), 2.08 (s, 2H)JI37. {tHz, 112H), 1.32 -
1.10 (m, 24887H), 1.08 — 1.00 (m, 1H).
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Figura A20. 'H-RMN DES?7.
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JA_DES-8_oh1Urea(1-10)-dmso_PROTON_01

"H NMR (400 MHz, dms)7.02 (d,/ = 7.0 Hz, 42H), 5.48 (s, 1972H), 4.66/(d7.9 Hz, 44H), 3.55
332 (m, 853H), 3.30 (s, 60H), 3.26 (s, 43H), 2.08 (s, 3H), LB6 1dL Hz, 2H), 1.21 fi= 7.1 Hz,
880H), 1.03 (df = 11.1 Hz, 1H).
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Figura A21. *H-RMN DESS.

JA_DES9_oh1Etileng(1-2)-dmso-me_PROTON_01

"H NMR (400 MHz, dms)6.77 (d/ = 8.3 Hz, S31H), 4.65 (= 9.3 Hz, 1303H), 4.54.(t 5.4 Hz,
2476H), 4.18 (s, 81H), 4.14 (s, 6101H), 4.10 (s, 38H), 3/56 &2 Hz, 1691H), 3.52 - 3.34 (m,
34334H), 3.27 (s, 74H), 2.06 (s, 3H), 1.374t7.1 Hz, 218H), 1.21{t= 7.2 Hz, 23639H), 1.054t
7.2 Hz, 125H).
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Figura A22. 'H-RMN DES9.
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JA_DES10_oh1etileng(1-5)-dmso_PROTON_01
650

600

"H NMR (400 MHz, dms@)7.03 (4 = 8.2 Hz, 27H), 4.67 (d= 8.9 Hz, 22H), 4.52 (ddd= 5.5,
3.4,2.5 Hz, 230H), 3.55 (dds 11.3, 5.6 Hz, SH), 3.52 — 3.34 (m, 993H), 3.34 — 3.32 (m, 27H), 3.22 — k550
3.18 (m, 5H), 3.15 (d= 5.2 Hz, 2H), 2.08 (s, 6H), 1.376 7.1 Hz, 4H), 1.21 ¢t= 7.1 Hz, 512H),
1.04 (dd,J = 7.8, 6.2 Hz, 4H).
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Figura A23. *H-RMN DES10.

JA-DES11_oh1A.oxalic(1-2)-dmso_PROTON_01

1300

1200

"H NMR (400 MHz, dms#)4.67 (tJ = 9.7 Hz, 15H), 3.53 — 3.34 (m, 191H), 1.37-(Z.2 Hz, 1H).

1.21 (tJ=17.1 Hz, 225H), 1.04 (= 7.1 Hz, 1H). 1100

1000
900
800
700

600

Intensidad

500

400

300

200

100

r-100

4.7 4.5 4.3 4.1 3.9 3.7 35 33 31 2.7 2.5 2.3 2.1 1.9 1.7 1.5 13 1.1

29
f1 (ppm)

Figura A24. '"H-RMN DES11.
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JA-DES12-oh2A.lactic(1-2)-dmso-me_PROTON_01 2300

'"HNMR (400 MHz, dms@®)4.79 (dd,J = 7.2, 4.0 Hz, 158H), 4.26 — 3.98 (m, 1017H), 4.09 — 3.99 (m, 470H), 3.64 — 3.59 (m, 37H), 3.47 (s, 64H), 3.45 — 3.36 (m, 694H), 3.24 AS?I%UO
(m, 3194H), 3.13 - 3.10 (m, 63H), 3.04 (s, 42H), 2.84 (s, 12H), 2.66@(8,Hz, 128H), 2.02 (dii= 3.1, 1.2 Hz, 6H), 1.43 (dd= 9.7, 4.1 Hz, 9H), 1.38.(ts 7.4 Hz, 89H), 1.27 k2100
(dt,J=6.9,4.5 Hz, 102H), 1.21 (dd; 12.8, 4.1 Hz, 720H), 1.18 — 1.15 (m, 38H), 1.07 - 1.02 (m, 13H).
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Figura A25. *H-RMN DES12.

JA-DES13_oh2A.lactic(1-5)-dmso-me_PROTON_01 F 2600

"H NMR (400 MHz, dms@)4.26 (qdJJ = 7.1, 4.3 Hz, 81H), 4.10 (ddds 11.4,7.7, 3.7 Hz, 190H),
3.84 348 (m, 2544H), 3.5 — 3.48 (m, 399H), 3.44 — 3.37 (m, 454H), 2.95 (s, TH), 2.77 (5, 33H)y 2t -
2.72 (m, 311H), 2.72 (= 3.2 Hz, 456H), 2.69 (s, 30H), 2.63 (s, 46H), 2.4, 7 Hz, 2999H), 1.85

(dt,J = 3.8, 1.9 Hz, 119H), 1.38 (s, 72H), 0.74 — 0.71 (m, 223H), 0.65 — 0.60 (m, 280H), 0.60 — .56 (m,
1341H), 0.52 (d[ = 1.4 Hz, 28H). I 2200
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Figura A26. ‘H-RMN DES13.
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JA-Des14_oh2Glicerol(1-2)-dmso-me_PROTON_01

'H NMR (400 MHz, dmsd)6.74 (dJ = 7.8 Hz, 6H), 4.78 (d= 4.3 Hz, 19H), 4.54 (s, 10H), 447 (t,
= 5.3 Hz, 22H), 4.09 (@= 21.6 Hz, 135H), 3.54 (s, 18H), 3.45 — 3.39 (m, 129H), 3.38 — 3.35 (m, 67H),
3.22 (s, 389H), 2.06 (s, 3H), 1.21 (s, 3H).
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Figura A27. “H-RMN DES14.
JA-Des15_oh2Glicerol(1-5)-dmso_PROTON_01
IH NMR (400 MHz, dms@)6.79 (tJ = 10.7 Hz, 288H), 4.84 — 4.70 (m, 270H), 4.52a6.0 Hz,
4187H), 3.52 (s, 1013H), 3.41 (dd; 9.1, 5.7 Hz, 2570H), 3.34/(; 12.0 Hz, 2969H), 3.28 (dds
9.9, 6.0 Hz, 3000H), 3.19 4d 21.4 Hz, 5645H), 2.07 (s, 6H), 1.28 (s, 28H), 1.23 (s, 27H), 1.20 (s, 7H),
1.03 (tJ = 7.0 Hz, 19H).
t
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Figura A28. *H-RMN DES15.
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JA-Des16_oh2Dietilen(1-5)-dmso-me_PROTON_01 L 550
: 500
H NMR (400 MHz, dms@)6.79 — 6.71 (m, 333H), 4.78 (s, 665H), 4.62 (s, 3233H), 4.18 — 3.97 (m,
5566H), 3.64 (d= 9.3 Hz, 1H), 3.57 (d= 5.3 Hz, 1H), 3.56 — 3.32 (m, 42451H), 3.27 - 3.14 (m,
14684H), 2.07 (s, 27H), 1.21 (s, 197H), 1.03 7.1 Hz, 23H). L 450
400
350
300
=
S
2
r250 &
S
200
r150
100
50
) . . B
~-50
T T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6 2 3.8 3.4 3.0 2.6 2.2 1.8 1.4 1.0
f1 (ppm)
H 1
Figura A29. “"H-RMN DES16.
JA-Des17_oh2Dietilen(1-10)-dmso_PROTON_01
450
]H NMR (400 MHz, dms@)6.93 (dJ = 7.7 Hz, 206H), 4.83 — 4.72 (m, 171H), 4.65/E&.8, 4.3
Hz, 41H), 4.60 (,= 5.5 Hz, 5065H), 4.57 — 4.47 (m, 362H), 3.65(dd0.7, 5.4 Hz, 114H), 3.58 (dd, 400
J=10.4,5.1 Hz, 129H), 3.55 — 3.39 (m, 24311H), 3.40 — 3.33 (m, 2385H), 3.22 (s, 4040H), 3.04 (s, 30H),
2.08 (s, 4H), 1.22 (s, 18H).
350
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o
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Figura A30. 'H-RMN DES17.
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JA-Des18_oh2Urea(15)-dmso_PROTON_01

"H NMR (400 MHz, dms®)7.02 (d.J = 7.4 Hz, 305H), 5.53 (s, 7121H), 4.79 (7.0 Hz, 325H),
3.47 (s, T1H), 3.43 (s, 294H), 3.43 — 3.39 (m, 1557H), 3.22 (s, 6399H),8:03 (dHz, 19H), 2.16 (d,
J=3.2 Hz, 1H), 2.07 (= 4.0 Hz, 1H), 1.21 (d= 6.0 Hz, TH).
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Figura A31. *H-RMN DES18.

JA-DES19_oh2Urea(1-10)-dmso-me_PROTON_01

"H NMR (400 MHz, dms@)6.88 (d,/=7.7 Hz, 11H), 5.43 (d= 43.4 Hz, 1043H), 4.77 §d= 7.7
Hz, 14H), 3.47 - 3.30 (m, 102H), 3.26 (s, 3H), 3.20 (s, 240H), 3.02 (s, 2H), 1.22 (s, 2H).
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Figura A32. 'H-RMN DES19.
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JA-20_ph2Etileng(1-2)-dmso-me_PROTON_01 280
260
"H NMR (400 MHz, dms@)5.71 (dJ = 8.2 Hz, 1H), 4.23 - 4.06 (m, 20H), 4.00 (s, 2H), 3.60 (s, 61H),
2.87 (s, 1H), 2.82 - 2.69 (m, 176H), 2.64 (d4.6 Hz, 3H), 2.55 (s, 339H), 1.85.(d,3.7, 1.9 Hz, 240
5H), 0.53 (s, 1H).
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Figura A33. “H-RMN DES20.
JA-21_oh2Etileng(1-5)-dmso-me_PROTON_01
"H NMR (400 MHz, dms®)5.62 (dJ = 8.3 Hz, 1H), 4.12 (dd= 11.6, 5.4 Hz, 12H),
3.81 (s, 1H), 3.71 (s, S6H), 2.88 (s, 3H), 2.78 (s, 124H), 2.76 — 2.70 (m, 31H),J264 (d
2.6 Hz, 3H), 2.54 (s, 124H), 1.86 — 1.84 (m, 1H).
1 M M
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura A34. 'H-RMN DES21.
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JA-Des22-S_Oh2A.oxalic(1-2)-dmso-me_PROTON_01 240

230
"HNMR (400 MHz, dms®)8.17 — 8.04 (m, 1H), 5.27 (s, 2287H), 4.88 — 4.57 (m, 251H), 3.47 — 3.38 (m, 898H), 3.22 (§, [220
4046H), 1.16 (d[= 12.0 Hz, 1H). 210
200
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Figura A35. *H-RMN DES22.

INFORMES DES’s

DES 1. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 4.93 — 4.89 (m, 2H), 4.67 (t, J = 9.6 Hz, 4H), 4.17 (dd, J = 6.9, 3.9 Hz,
2H), 4.04 (q, J = 6.9 Hz, 12H), 3.44 (tdd, J = 21.2, 14.1, 6.9 Hz, 65H), 3.03 (q, / = 7.3 Hz, 2H), 2.08 — 2.07 (m,
3H), 1.40 - 1.37 (m, 6H), 1.29 — 1.24 (m, 9H), 1.20 (dd, / = 10.3, 4.1 Hz, 101H), 1.18 — 1.15 (m, 4H)).

DES2. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 4.95 — 4.87 (m, 7H), 4.67 (t, J = 9.4 Hz, 6H), 4.22 — 4.13 (m, 9H), 4.03
(9, =6.9 Hz, 27H), 3.52 = 3.35 (m, 63H), 3.33 (s, 6H), 3.04 (q, J = 7.3 Hz, 3H), 2.07 (s, 3H), 1.45 - 1.41 (m,
3H), 1.40 - 1.36 (m, 15H), 1.29 — 1.24 (m, 19H), 1.24 - 1.18 (m, 149H), 1.16 (d, J = 8.5 Hz, 5H)).

DES3. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 6.98 (s, 6H), 4.65 (s, 9H), 4.46 (s, 82H), 3.34 (ddd, J = 25.1, 16.8, 5.0 Hz,
288H), 3.04 (s, 3H), 2.07 (s, 1H), 1.20 (s, 118H)).

DES4. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 6.89 (s, 28H), 4.64 (s, 56H), 4.41 (s, 753H), 3.36 (ddd, J = 28.9, 21.6, 4.4
Hz, 1962H), 3.05 (s, 14H), 1.39 — 1.33 (m, 1H), 1.21 (s, 526H), 1.07 — 1.02 (m, 2H)).

DESS5. (*H NMR; 400 MHz; dmso) § 7.09 (d, J = 8.2 Hz, 405H), 4.75 — 4.44 (m, 4109H), 3.65 (t, ) = 5.3 Hz,
47H), 3.58 (d, J = 5.3 Hz, 56H), 3.56 — 3.33 (m, 26319H), 3.25 — 3.21 (m, 160H), 2.08 (s, 18H), 1.39 - 1.34
(m, 1H), 1.28 = 1.12 (m, 8375H), 1.05 (s, 25H)).

DES6. (*H NMR; 400 MHz; dmso) § 7.03 (d, J = 8.2 Hz, 284H), 4.60 (t, J = 5.5 Hz, 4586H), 3.65 (dd, J = 10.8,
5.4 Hz, 26H), 3.60 — 3.56 (m, 64H), 3.53 —3.32 (m, 27223H), 3.23 (t, J = 5.3 Hz, 112H), 2.08 (s, 17H), 1.37
(s, 1H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 5619H), 1.05 (s, 5H)).
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DES7. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 7.05 (d, J = 8.2 Hz, 1237H), 5.44 (d, J = 43.3 Hz, 26575H), 4.67 (q, J =
9.2 Hz, 1167H), 3.53 —3.32 (m, 25257H), 3.30 (s, 1264H), 2.08 (s, 2H), 1.37 (t, J = 7.1 Hz, 112H), 1.32 = 1.10
(m, 24887H), 1.08 — 1.00 (m, 1H)).

DESS. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 7.02 (d, J = 7.0 Hz, 42H), 5.48 (s, 1972H), 4.66 (d, J = 7.9 Hz, 44H), 3.55
—3.32(m, 853H), 3.30 (s, 60H), 3.26 (s, 43H), 2.08 (s, 3H), 1.36 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 1.21 (t, ) = 7.1 Hz, 880H),
1.03 (d, J = 11.1 Hz, 1H)).

DES9. (*H NMR; 400 MHz; dmso)) & 6.77 (d, J = 8.3 Hz, 531H), 4.65 (d, J = 9.3 Hz, 1303H), 4.54 (t, ] = 5.4
Hz, 2476H), 4.18 (s, 81H), 4.14 (s, 6101H), 4.10 (s, 38H), 3.56 (t, ) = 8.2 Hz, 1691H), 3.52 — 3.34 (m, 34334H),
3.27 (s, 74H), 2.06 (s, 3H), 1.37 (t, J = 7.1 Hz, 218H), 1.21 (t, J = 7.2 Hz, 23639H), 1.05 (t, ) = 7.2 Hz, 125H)).
DES10. (*H 1H NMR; 400 MHz; dmso) & 7.03 (d, J = 8.2 Hz, 27H), 4.67 (d, J = 8.9 Hz, 22H), 4.52 (ddd, J =
5.5, 3.4, 2.5 Hz, 230H), 3.55 (dd, J = 11.3, 5.6 Hz, 5H), 3.52 — 3.34 (m, 993H), 3.34 — 3.32 (m, 27H), 3.22 -
3.18 (m, 5H), 3.15 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 2.08 (s, 6H), 1.37 (t, ) = 7.1 Hz, 4H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 512H), 1.04
(dd, ] = 7.8, 6.2 Hz, 4H)).

DES11. (*H 1H NMR; 400 MHz; dmso) & 4.67 (t, J = 9.7 Hz, 15H), 3.53 — 3.34 (m, 191H), 1.37 (t, ) = 7.2 Hz,
1H), 1.21 (t, ) = 7.1 Hz, 225H), 1.04 (d, J = 7.1 Hz, 1H)).

DES12. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 4.79 (dd, J = 7.2, 4.0 Hz, 158H), 4.26 — 3.98 (m, 1017H), 4.09 — 3.99
(m, 470H), 3.64 — 3.59 (m, 37H), 3.47 (s, 64H), 3.45 — 3.36 (m, 694H), 3.24 — 3.13 (m, 3194H), 3.13 - 3.10
(m, 63H), 3.04 (s, 42H), 2.84 (s, 12H), 2.06 (d, J = 2.9 Hz, 128H), 2.02 (dd, J = 3.1, 1.2 Hz, 6H), 1.43 (dd, J =
9.7, 4.1 Hz, 9H), 1.38 (t, J = 7.4 Hz, 89H), 1.27 (dt, J = 6.9, 4.5 Hz, 102H), 1.21 (dd, J = 12.8, 4.1 Hz, 720H),
1.18 — 1.15 (m, 38H), 1.07 — 1.02 (m, 13H)).

DES13. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 4.26 (qd, J = 7.1, 4.3 Hz, 81H), 4.10 (ddd, J = 11.4, 7.7, 3.7 Hz, 190H),
3.84 — 3.48 (m, 2544H), 3.59 — 3.48 (m, 399H), 3.44 — 3.37 (m, 454H), 2.95 (s, 7H), 2.77 (s, 33H), 2.74 —
2.72 (m, 311H), 2.72 (d, J = 3.2 Hz, 456H), 2.69 (s, 30H), 2.63 (s, 46H), 2.54 (d, J = 2.7 Hz, 2999H), 1.85 (dt,
J=3.8,1.9 Hz, 119H), 1.38 (s, 72H), 0.74 — 0.71 (m, 223H), 0.65 — 0.60 (m, 280H), 0.60 — 0.56 (m, 1341H),
0.52 (d, J = 1.4 Hz, 28H)).

DES14. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 6.74 (d, J = 7.8 Hz, 6H), 4.78 (d, J = 4.3 Hz, 19H), 4.54 (s, 10H), 4.47 (t,
J=5.3 Hz, 22H), 4.09 (d, J = 21.6 Hz, 135H), 3.54 (s, 18H), 3.45 — 3.39 (m, 129H), 3.38 — 3.35 (m, 67H), 3.22
(s, 389H), 2.06 (s, 3H), 1.21 (s, 3H)).

DES15. (*H NMR; 400 MHz; dmso) § 6.79 (t, J = 10.7 Hz, 288H), 4.84 — 4.70 (m, 270H), 4.52 (d, J = 26.0 Hz,
4187H), 3.52 (s, 1013H), 3.41 (dd, J = 9.1, 5.7 Hz, 2570H), 3.34 (t, J = 12.0 Hz, 2969H), 3.28 (dd, J = 9.9, 6.0
Hz, 3000H), 3.19 (d, J = 21.4 Hz, 5645H), 2.07 (s, 6H), 1.28 (s, 28H), 1.23 (s, 27H), 1.20 (s, 7H), 1.03 (t, J =
7.0 Hz, 19H)).

DES16. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 6.79 — 6.71 (m, 333H), 4.78 (s, 665H), 4.62 (s, 3233H), 4.18 —3.97 (m,
5566H), 3.64 (d, ) = 9.3 Hz, 1H), 3.57 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 3.56 — 3.32 (m, 42451H), 3.27 — 3.14 (m, 14684H),
2.07 (s, 27H), 1.21 (s, 197H), 1.03 (d, J = 7.1 Hz, 23H)).

DES17. (*H NMR; 400 MHz; dmso) 6 6.93 (d, J = 7.7 Hz, 206H), 4.83 —4.72 (m, 171H), 4.65 (dd, J = 6.8, 4.3
Hz, 41H), 4.60 (t, ) = 5.5 Hz, 5065H), 4.57 — 4.47 (m, 362H), 3.65 (dd, J = 10.7, 5.4 Hz, 114H), 3.58 (dd, J =
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10.4, 5.1 Hz, 129H), 3.55 — 3.39 (m, 24311H), 3.40 — 3.33 (m, 2385H), 3.22 (s, 4040H), 3.04 (s, 30H), 2.08
(s, 4H), 1.22 (s, 18H)).

DES18. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 7.02 (d, J = 7.4 Hz, 305H), 5.53 (s, 7121H), 4.79 (d, J = 7.0 Hz, 325H),
3.47 (s, 71H), 3.43 (s, 294H), 3.43 — 3.39 (m, 1557H), 3.22 (s, 6399H), 3.03 (d, J = 7.1 Hz, 19H), 2.16 (d, J =
3.2 Hz, 1H), 2.07 (d, ) = 4.0 Hz, 1H), 1.21 (d, J = 6.0 Hz, 7H)).

DES19. (*H 1H NMR; 400 MHz; dmso) & 6.88 (d, J = 7.7 Hz, 11H), 5.43 (d, J = 43.4 Hz, 1043H), 4.77 (d, J =
7.7 Hz, 14H), 3.47 — 3.30 (m, 102H), 3.26 (s, 3H), 3.20 (s, 240H), 3.02 (s, 2H), 1.22 (s, 2H).

DES20. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 5.71 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.23 — 4.06 (m, 20H), 4.00 (s, 2H), 3.60 (s,
61H), 2.87 (s, 1H), 2.82 — 2.69 (m, 176H), 2.64 (d, J = 4.6 Hz, 3H), 2.55 (s, 339H), 1.85 (dt, J = 3.7, 1.9 Hz,
5H), 0.53 (s, 1H)).

DES21. (*H NMR; 400 MHz; dmso) & 5.62 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.12 (dd, J = 11.6, 5.4 Hz, 12H), 3.81 (s, 1H),
3.71 (s, 56H), 2.88 (s, 3H), 2.78 (s, 124H), 2.76 —2.70 (m, 31H), 2.64 (d, J = 2.6 Hz, 3H), 2.54 (s, 124H), 1.86
—1.84 (m, 1H)).

DES22. (*H NMR; 400 MHz; dmso) 6 8.17 — 8.04 (m, 1H), 5.27 (s, 2287H), 4.88 — 4.57 (m, 251H), 3.47 —
3.38 (m, 898H), 3.22 (s, 4046H), 1.16 (d, J = 12.0 Hz, 1H)).
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Figura A37. Comparacion de los espectros FT-IR de los DES’s conformados por la Disal 1 (D1) como HBA y acido lactico (AL) como HBD. Linea verde oscuroy

verde claro: DES 1 (D1:AL en relacién molar (rm) 1:5) y DES 2 (D1:AL en rm 1:10) respectivamente. Linea punteada azul y roja: LA y D1 correspondientemente.
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Figura A38. Comparacién de los espectros FT-IR de los DES’s conformados por la D1 como HBA y Glicerol (Gli) como HBD. Linea verde oscuro y verde claro:

DES 3 (D1:Gli rm 1:5) y DES 4 (D1:Gli rm 1:10) respectivamente. Linea punteada azul y roja: Gli y D1 correspondientemente.
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Figura A39. Comparacion de los espectros FT-IR de los DES’s conformados por la D1 como HBA y Dietilenglicol (Die) como HBD. Linea verde oscuro y verde

claro: DES 5 (D1:Die rm 1:5) y DES 6 (D1:Die rm 1:10) respectivamente. Linea punteada azul y roja: Die y D1 correspondientemente.
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Figura A40. Comparacion de los espectros FT-IR de los DES’s conformados por la D1 como HBA y Urea (Ur) como HBD. Linea verde oscuro y verde claro: DES

7 (D1:Ur rm 1:5) y DES 8 (D1:Ur rm 1:10) respectivamente. Linea punteada azul y roja: Ur y D1 correspondientemente.
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Figura A41. Comparacién de los espectros FT-IR de los DES’s conformados por la D1 como HBA y Etilenglicol (Eti) como HBD. Linea verde oscuro y verde claro:

DES 9 (D1:Eti rm 1:2) y DES 10 (D1:Eti rm 1:5) respectivamente. Linea punteada azul y roja: Eti y D1 correspondientemente
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Figura A42. Comparacion de los espectros FT-IR del DES conformados por la D1 como HBA y Acido oxalico (AO) como HBD. Linea verde oscuro: DES 11 (D1:AO

rm 1:5). Linea punteada azul y roja: D1y AO respectivamente.
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Figura A43. Comparacién de los espectros FT-IR de los DES’s conformados por la Disal 2 (D2) como HBA y AL como HBD. Linea verde oscuro y verde claro: DES

12 (D2:AL m/m 1:2) y DES 13 (D2:AL m/m 1:5) respectivamente. Linea punteada azul y roja: AL y D2 correspondientemente.
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Figura A44. Comparacién de los espectros FT-IR de los DES’s conformados por la D2 como HBA y Gli como HBD. Linea verde oscuro y verde claro: DES 14

(D2:Glim/m 1:2) y DES 15 (D2:Gli m/m 1:5) respectivamente. Linea punteada azul y roja: Gli y D2 correspondientemente.
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Figura A45. Comparacion de los espectros FT-IR de los DES’s conformados por la D2 como HBA y Die como HBD. Linea verde oscuro y verde claro: DES 16

(D2:Die m/m 1:5) y DES 17 (D2:Die m/m 1:10) respectivamente. Linea punteada azul y roja: Die y D2 correspondientemente.
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Figura A46. Comparacion de los espectros FT-IR de los DES’s conformados por la D2 como HBA y Ur como HBD. Linea verde oscuro y verde claro: DES 18 (D2:Ur

m/m 1:5) y DES 19 (D2:Ur m/m 1:10) respectivamente. Linea punteada azul y roja: Ur y D2 correspondientemente.
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Figura A47. Comparacién de los espectros FT-IR de los DES’s conformados por la D2 como HBA y Eti como HBD. Linea verde oscuro y verde claro: DES 20

(D2:Eti m/m 1:2) y DES 21 (D2:Eti m/m 1:5) respectivamente. Linea punteada azul y roja: Eti y D2 correspondientemente.
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Figura A48. Comparacion de los espectros FT-IR de los DES’s conformados por las Disales D1y D2 como HBA y AO como HBD. Lineas continuas verde: DES 11

(D1:AO m/m 1:5), azul: DES 22 (D2:AO0 m/m 1:5). Lineas punteadas: azul: AO, roja: D1 y morada: D2.
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Figura A49. Comparacién de los espectros FT-IR de los extractos obtenidos posterior al tratamiento con el DES B para los diferentes residuos de BML. Los

espectros estdn organizados en el mismo orden para los residuos en ambos graficos. Derecha (a). Extractos correspondientes a la F1: Celulosa, lineas punteadas

azul: celulosa comercial, morada: DESB. Lado izquierdo (b). Extractos correspondientes a la F2: lignina, linea punteadas roja y morada DES B: lignina comercial.

Las Lineas continuas para ambos graficos corresponden a los diferentes residuos, verde: nectarina (Nec), café: ciruelo (Cir), azul: melocotén (Mel), verde claro:

albaricoque (Alb), naranja: paraguayo (Par) y rosa: alcachofa (Alca).
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Figura A50. Comparacion de los espectros FT-IR de los extractos de la F2: lignina obtenidos posterior al tratamiento con el DES D para los diferentes residuos
de BML. Lineas punteadas: roja: lignina comercial, morada: DES D. Las Lineas continuas corresponden a los diferentes residuos, verde: nectarina (Nec), café:

ciruelo (Cir), azul: melocotén (Mel), verde claro: albaricoque (Alb), naranja: paraguayo (Par) y rosa: alcachofa (Alca).
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Figura A51. Comparacién de los espectros FT-IR de los extractos de la F1: celulosa obtenidos posterior al tratamiento con el DES E para los diferentes residuos

de BML. Lineas punteadas: azul: celulosa comercial, morada: DES E. Las Lineas continuas corresponden a los diferentes residuos, verde: nectarina (Nec), café:

ciruelo (Cir), azul: melocotén (Mel), verde claro: albaricoque (Alb), naranja: paraguayo (Par) y rosa: alcachofa (Alca).
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Figura A52. Comparacion de los espectros FT-IR de los extractos de la F2: lignina obtenidos posterior al tratamiento con el DES E para los diferentes residuos

de BML. Lineas punteadas: roja: lignina comercial, morada: DES E. Las Lineas continuas corresponden a los diferentes residuos, verde: nectarina (Nec), café:

ciruelo (Cir), azul: melocotén (Mel), verde claro: albaricoque (Alb), naranja: paraguayo (Par) y rosa: alcachofa (Alca).
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