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Resumen

Las plantas son reconocidas por sus propiedades medicinales, atribuidas a sus
compuestos bioactivos del metabolismo secundario. Las metodologias tradicionales de
extraccion presentan serias desventajas ya que emplean grandes volumenes de solventes
organicos con un alto costo energético. Se propuso desarrollar un procedimiento de
extraccion sustentable para la obtencién de bioextractos a partir de matrices vegetales, con

el fin de ser incorporados como ingredientes activos en formulaciones tépicas.

En primer lugar, se optimizo la preparacion de un solvente eutéctico natural (NADES). Se
realizaron estudios de RMN vy modelado molecular con el fin de caracterizar
estructuralmente estos solventes de disefio y confirmar la presencia de interacciones
intermoleculares ente sus componentes. Los resultados indicaron que la combinacién acido
lactico-glucosa-agua (LGH) presenta caracteristicas adecuadas como medio de extraccién y
estabilizacidon. Luego, se disefid una metodologia de extraccién mediada por ultrasonido y
NADES, teniendo como objetivos la sustentabilidad y la eficiencia del proceso. La misma se
aplico satisfactoriamente a la obtencion de bioextractos de L. divaricata, L.cuneifolia, T.
vulgaris y O. vulgare. La determinacion de compuestos fendlicos y alcaloides, se realizo
mediante HPLC-DAD; revelando diferencias cualitativas y cuantitativas entre las especies
bajo estudio. LGH presento eficiencias de extraccién satisfactorias comparadas con solventes
tradicionales. Los resultados comprobaron la compatibilidad del solvente eutéctico con el
sistema de separacion y deteccién. Finalmente, se evallo la capacidad antifungica de los
bioextractos de L. divaricata y L. cuneifolia frente a Candida albicans, y se determiné su
concentracion minima inhibitoria. Estos bioextractos se incorporaron a formulaciones
tépicas, que presentaron satisfactorias caracteristicas fisicas y organolépticas. Al evaluar la
actividad antimicrobiana de las mismas; la crema preparada a partir de la combinacién de
ambos bioextractos mostré la mayor actividad revelando un efecto sinérgico entre las
especies. Los aportes de esta tesis contribuyen al desarrollo de procedimientos sustentables

y de aplicaciones novedosas para fitomedicina.



Abstract

As old as humankind, plants have been used in folk medicine since they are a rich source
of natural bioactive compounds. Traditionally, extractions techniques for plant
biocompounds present some drawbacks such as long extraction periods, high solvent and
energy consumption that makes them harmful from an environmental perspective. In this
context, a sustainable methodology was developed for biocompounds extraction from
medicinal plants. Furthermore, the bioextracts were incorporated as active ingredients in

topical formulations.

With the aim to replace hazardous reagents, a natural deep eutectic solvent (NADES) was
prepared. The spatial proximity and the intermolecular interactions between NADES
components were confirmed by nuclear magnetic resonance and theoretical studies. The
mixture composed by lactic acid: glucose: water (LGH) demonstrated satisfactory features as
extraction media. Thus, a sustainable LGH based-ultrasound mediated extraction of bioactive
compounds from L. divaricata, L.cuneifolia, T. vulgaris y O. vulgare was developed.
Furthermore, in order to determine phenolics and alkaloids in these bioextracts, HPLC-DAD
procedures were developed and satisfactory applied. The extraction efficiency of the
eutectic solvent was compared with traditional solvents, showing LGH outstanding
extractability for both polar and weak polar compounds. Also, the results demonstrated the
chromatographic compatibility of LGH. Finally, the antifungal activity of L. divaricata y L.
cuneifolia was evaluated against Candida albicans, and the minimum inhibitory
concentration was determined. The bioextracts were incorporated as active ingredients in
topical formulations and the evaluation of organoleptic and physical characters were
satisfactory. Notably, the mixture of L. cuneifolia and L. divaricata bioextracts in topical
formulations reveal a synergistic antifungal effect highlighting their potential for candidiasis
treatment.

The results of the present work contribute with the development of sustainable processes

as well as encouraged the generation of novel phytoformulations.
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Prélogo

La medicina convencional se enfrenta a grandes desafios debido a numerosos aspectos
entre los que se destacan el aumento de cepas resistentes, los efectos adversos de los
farmacos y las recaidas en los tratamientos. En este contexto, la mirada vuelve nuevamente

a las plantas, donde tuvieron origen los primeros fdrmacos de sintesis.

La fitomedicina es una alternativa a la medicina convencional. En este sentido, una
formulacion fitoterdpica, para ser sequra y eficaz, debe ser formulada e indicada por

profesionales tal como los fadrmacos de sintesis.

Sin embargo, por su origen natural, el uso de formulaciones con extractos de plantas es
considerado inocuo y administrado en muchos casos sin recomendaciones médicas o
farmaceuticas. Esto ha llevado a errores tanto de toxicidad como de ineficacia en los

tratamientos. Asimismo, la elaboracion debe realizarse por personal capacitado para evitar
errores de identificacion de especies asi como también problemas de contaminacion del

material vegetal con pesticidas, medicamentos, metales, entre otros.

En este sentido, surge la necesidad de profundizar en el estudio del material vegetal,
mediante la determinacion de sus metabolitos bioactivos, su caracterizacion y
estandarizacion. Considerando los obejtivos de la Quimica Analitica Contempordnea, el
desafio de mayor trascendencia es alinear los procedimientos con los principios de la
Quimica Verde de modo de resolver un problema con el mdximo nivel de confiabilidad,

generando el minimo impacto tanto medio ambiental como para el operario.

Esto permite aprovechar el potencial que nos ofrece la naturaleza, brindando bases

cientificas para una fitoterapia seqgura y eficaz.

vii
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“Mira profundamente a la naturaleza y entonces,
comprenderas todo mucho mejor”
Albert Einstein



CAPITULO 1
Introduccion

1.1 Plantas Medicinales

Desde los comienzos de la humanidad las plantas han sido utilizadas por sus propiedades
benéficas para la salud [1]. La medicina tradicional es la base de la medicina convencional,
ya que la mayor parte de los principios activos de sintesis han encontrado su origen en
compuestos sintetizados por plantas [2, 3]. Existen aproximadamente 400 mil especies de
plantas en el mundo, de las cuales un 20 % han sido reportadas por sus propiedades
medicinales [4]. Si bien en la actualidad, el uso de formulaciones obtenidas a partir de
material vegetal ha aumentado significativamente, el conocimiento de su composicion

quimica, seguridad y toxicidad es aun escaso [5].

En Argentina, la variedad de climas y ecosistemas da lugar a una gran diversidad de flora,
contando con alrededor de 10 mil especies de plantas de las cuales solo 600 son conocidas
por sus propiedades terapéuticas [6, 7]. Entre las especies mas reconocidas en la regién de
Cuyo (Mendoza, San Luis y San Juan) se encuentran las del género Larrea. Dentro de este
género, la especie mas difundida es L. divaricata, aunque también se encuentran en estas
zonas L. cuneifolia y L. nitida (Figura 1.1). Larrea spp habitan en lugares secos y ventosos,
resistiendo una gran amplitud térmica (veranos calurosos e inviernos con heladas
frecuentes) [8]. Estas plantas son utilizadas en medicina popular por sus propiedades
antirreumaticas, antiinflamatorias y analgésicas, mediante distintas preparaciones tales

como infusiones, emplastos o cataplasmas [9].

Figura 1.1. Plantas de A: L. divaricata, B: L. cuneifolia, C: L. nitida.



En las ultimas décadas, se ha explorado la composicién quimica de algunas especies de
Larrea, principalmente L. divaricata [10-12]. Recientemente, se incluyeron extractos de
Larrea como ingrediente activo en formulaciones comerciales, generando nuevas

perspectivas en el area de la fitomedicina [13].

1.1.1 Compuestos Bioactivos

Las plantas sintetizan una gran diversidad de metabolitos a través de diferentes rutas
metabdlicas. El metabolismo primario de las plantas comprende los procesos quimicos que
intervienen en forma directa en su supervivencia, crecimiento y reproduccion. Entre los
compuestos que participan es estos procesos se encuentran aminodcidos, azUcares vy
nucledtidos. Por otro lado, las plantas sintetizan otros compuestos que no participan de
forma directa en sus procesos vitales. A estos metabolitos se los denomina metabolitos
secundarios los cuales, a diferencia de los metabolitos primarios, son moléculas de mayor

complejidad tales como compuestos fendlicos, terpenos y alcaloides [14].

A pesar de que aun existen numerosos metabolitos secundarios de los cuales no se
conoce su funcion, se ha demostrado que algunos poseen funcion de defensa frente a
predadores o en otros casos actlUan como agentes de atraccion de polinizadores [15]. La
sintesis de estos biocompuestos es afectada por diferentes factores tales como estrés,
etapas de floracién, edad de la planta y tipo de suelo [6]. Muchos de ellos, son producidos y
almacenados en tejidos jévenes, como hojas, flores y semillas [15].

Por lo tanto, los extractos vegetales obtenidos a partir de estos érganos representan una
fuente valiosa de metabolitos secundarios con diversas propiedades, entre las que se
destacan la actividad antimicrobiana, antioxidante, alelopatica y antiinflamatoria [16, 17].

Entre los principales metabolitos secundarios sintetizados por las plantas podemos

mencionar a los compuestos polifendlicos, terpenoides y alcaloides [18, 19].



1.1.1.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son compuestos fitoquimicos caracterizados por su gran poder
antioxidante, actividad antimicrobiana y antiinflamatoria, lo que motiva su estudio en

extractos de plantas [20].

Los fenoles estan constituidos por un anillo aromatico con al menos un grupo hidroxilo.
Conforman un grupo muy diverso existiendo aproximadamente 8.000 estructuras fendlicas,
las cuales son agrupadas en diferentes clases dependiendo de su esqueleto estructural
(Figura 1.2) [21]. Se pueden encontrar desde moléculas sencillas, como los acidos fendlicos
hasta polimeros complejos como los taninos vy la lignina. Los polifenoles mas abundantes en
las plantas son los acidos fendlicos y flavonoides [22]. Los acidos fendlicos se dividen en dos
grupos, los derivados del acido benzoico (acido galico, protocatéquico, p- aminobenzoico,
vanillico y salicilico) y los derivados del acido cindmico (p-cumarico, cafeico, ferulico vy
sindpico) [20]. Los flavonoides poseen un esqueleto basico (C6-C3-C6) constituido por dos
anillos aromaticos C6 y un anillo heterociclico que contiene un dtomo de oxigeno. Este grupo
a su vez se divide en: flavonas (luteonina, apigenina); flavonoles (quercetina, miricetina);
flavanonas (naringenina); flavan-3-ol (catequinas y epicatequinas); isoflavonas (genisteina) y
antocianidinas (cianidina, malvidina). Otros grupos de flavonoides son las auronas, taninos

condensados y xantonas [22].
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Figura 1.2. Compuestos fendlicos pertenecientes a distintas familias.




1.1.1.2 Alcaloides

Los alcaloides son metabolitos secundarios, cuyos precursores son los aminoacidos, que
se caracterizan por contener nitrégeno en su estructura quimica, normalmente formando
parte de un heterociclo, de cardcter mas o menos bdasico (Figura 1.3) [23]. El criterio de
clasificacién de los alcaloides es muy diverso, pudiéndose clasificar segin su taxonomia,
origen biogenético o en base al tipo de heterociclo de nitrogeno presente en su estructura
[24]. La diversidad estructural y la variedad en la actividad bioldgica de los alcaloides hacen
gue sea un grupo importante entre las sustancias naturales de interés terapéutico. Un gran
numero de medicamentos, con diversas propiedades farmacoldgicas, se han obtenido de

plantas que contienen concentraciones significativas de alcaloides [23].

Durante la ultima década se han estudiado diferentes tipos de alcaloides derivados de
diversas especies vegetales debido a sus propiedades farmacoldgicas y/o medicinales [23].
Entre los alcaloides que han despertado el interés cientifico podemos mencionar a la
piperina, teofilina, teobromina, harmalina, nicotina y cafeina. Estos han sido destacados por
sus propiedades antimicrobianas, antifungicas, broncodilatadores, antiinflamatorias, entre

otras [25, 26].
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Figura 1.3. Estructura de alcaloides pertenecientes a distintas familias.

1.1.1.3 Compuestos Volatiles

Los Compuestos Organicos Volatiles (VOCs; por sus siglas en inglés Volatile Organic
Compounds) son metabolitos secundarios sintetizados por las plantas bajo la influencia de
multiples factores de estrés bidtico y abidtico [27]. Se han identificado alrededor de 1700
compuestos volatiles en mas de 90 familias de plantas [28]. Dentro de este grupo se
encuentran los terpenoides (homo-, mono-, di- y sesquiterpenoides), derivados de acidos
grasos (hidrocarburos saturados e insaturados), benzenoides, fenilpropanoides, asi como
ciertos alcanos, alquenos, alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y cetonas (Figura 1.4) [29,
30]. Los compuestos organicos volatiles cumplen diversas funciones en las plantas, entre las
gue se destacan la defensa contra herbivoros y microorganismos patdgenos, atraccion de
polinizadores y microorganismos beneficiosos y por dltimo, algunos de estos compuestos

sirven como sefiales de comunicacion quimica entre las plantas [28, 30].

Entre los VOCs mads importantes se destacan los terpenoides, asi como también los

derivados de acidos grasos, bencenoides y fenilpropanoides [31]. Los terpenoides son



compuestos generalmente no saturados formados por atomos de carbono, hidrégeno y
oxigeno de estructura no aromatica que se encuentran sobre todo en los aceites esenciales
y resinas. Muchas de las plantas deben a sus compuestos terpénicos, sus propiedades
aromaticas y farmacodindamicas variables. Se ha reportado que los VOCs poseen actividad

antioxidante y antimicrobiana contra diferentes microorganismos patdégenos [32, 33].

o & o

isopreno a- pineno B- pineno canfeno
B- felandreno y- terpineno terpinoleno limoneno

Figura 1.4. Compuestos volatiles.

1.1.2 Propiedades antimicrobianas de extractos de plantas medicinales

Entre las aplicaciones de los extractos de plantas se destaca su uso como agentes
antimicrobianos frente a patdgenos que afectan la salud humana. Diversos reportes evallan
esta propiedad para preparaciones obtenidas a partir de las especies de Larrea. Stege y
colaboradores demostraron la actividad de extractos acuosos de L. divaricata obtenidos
mediante infusidn, maceracion y decoccion frente a Helicobacter pylori [34]. Por otro lado,
extractos alcohdlicos de especies de Larrea obtenidos por maceracion fueron evaluados
satisfactoriamente frente a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,

Enterobacter cloacae, entre otros [35]. La respuesta de macrofagos frente a C. albicans fue



evaluada por Martino y colaboradores [36], observando un efecto inductor de macrofagos
por parte del extracto de L. divaricata. Recientemente, Moreno y colaboradores [37]
evaluaron el uso de extractos secos de L. cuneifolia y L. divaricata en cepas aisladas de
candidiasis vaginal. Este patégeno resulta de especial interés debido a su elevada prevalencia

en humanos.

1.1.2.1 Extractos de plantas medicinales para el control de Candida albicans

Candida albicans es un hongo perteneciente al filo Ascomycota y se reproduce de forma
asexual por gemacién [38]. Este hongo forma parte de la flora habitual del organismo
humano, encontrandose en piel y mucosas (cavidad oral, en el tracto gastrointestinal y en la

vagina). Sin embargo, bajo ciertas condiciones, puede proliferar como agente patégeno [39].

Dentro del género Candida la especie de mayor prevalencia en humanos es C. albicans y
es causal de una alta tasa de mortalidad a nivel mundial (Figura 1.5) [40]. Las infecciones
producidas por este patégeno, conocidas como candidiasis, afectan predominantemente la
piel y mucosas (oral y vaginal); pudiendo también generar serias infecciones sistémicas

(especialmente en pacientes inmuno comprometidos) [39, 41, 42].

Figura 1.5. Ejemplos de candidiasis dérmica.

El tratamiento convencional para candidiasis se asocia a un gran numero de efectos
secundarios, lo que limita la cantidad y frecuencia de las dosis. Ademas, el uso extensivo de

un limitado nimero de agentes antifungicos, principalmente azoles, ha llevado a la aparicion



de cepas resistentes, un problema de gran preocupacién. En el caso de infecciones dérmicas,
las recaidas debido a éste patdgeno son ilégicamente altas [43]. En este contexto, la
busqueda de nuevos agentes antifungicos para el desarrollo de formulaciones tépicas, que
permitan el control de este patdgeno, representa un gran desafio en el campo de la

fitomedicina.

En la actualidad, diversos investigadores han demostrado la efectividad de diferentes
extractos vegetales en el control de C. albicans [39, 44]. Sin embargo, esimportante destacar,
gue si bien éstos reportes destacan el potencial antimicrobiano de los extractos vegetales,
todas las extracciones son llevadas a cabo utilizando metodologias que involucran solventes
toxicos, ya sea en la extraccién o para su posterior disolucion. Por lo que es necesario
establecer nuevas bases para procedimientos que maximicen el rendimiento de extraccion
sin utilizar reactivos que comprometan la salud y el medio ambiente. El uso de extractos de
plantas obtenidos mediante procedimientos analiticos sustentables, a futuro, podria

constituirse en un método de vanguardia para el control de este patdgeno.

1.2 Quimica Analitica Verde

La Quimica Analitica es la disciplina que produce resultados que minimizan la incerteza de
la informacién cualitativa, cuantitativa y estructural de la materia, en el espacio y tiempo.
Uno de los aspectos relacionados con la Quimica Analitica es “la seleccion de una
metodologia apropiada para obtener datos de calidad que nos permiten tomar decisiones
sobre un problema planteado, siendo lo mds eficiente posible.” Para lograr este propdsito,
una metodologia analitica compromete una serie de pasos, donde la cantidad y la seleccion
adecuada de cada uno de estos pasos depende tanto de las caracteristicas de la muestra

como también de la respuesta que buscamos obtener (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Diagrama de un procedimiento analitico.

Enmarcados en una tendencia mundial al desarrollo de procesos sostenibles y cuidado del
medio ambiente, el desafio de actuar responsablemente compromete también al area de la
Quimica. Enlos afios 90 surge la Quimica Verde (QV) como una contribucién de la comunidad
quimica al desarrollo sustentable. En 1999, Paul T. Anastas propone que los principales
objetivos de la QV son la reduccién y, en el caso ideal, la eliminacion del uso de reactivos
toxicos, asi como también la disminucion y eliminacion de los residuos generados [45].
Luego, en el afio 2000 Anastas y Warner establecieron los 12 principios de la QV, los cuales
resaltan la necesidad de evitar el uso de reactivos toxicos, reducir el consumo energético, la

generacion de residuos y buscar tanto el cuidado del operario como del ambiente [46].

Recientemente, Galuszka y colaboradores [47] establecieron los principios de la QAV que
se muestran en la Figura 1.7. Es importante resaltar que los primeros pasos de lo que es hoy
la Quimica Analitica Verde (QAV) fueron dados por de la Guardia y Ruzicka en 1995 [48].
Estos autores expresaron la problematica de la cantidad de solventes téxicos usados y de
residuos generados en procedimientos analiticos; incluso en aquellos servicios destinados a
la deteccion de contaminantes ambientales, siendo esto una seria contradiccién. Asimismo,
remarcaron que la mayoria de los métodos certificados por la EPA (Agencia de Proteccién

Ambiental) y la FDA (Administraciéon de Alimentos y Medicamentos) requerian el uso de

10



solventes tdxicos y corrosivos sin ninguna alternativa disponible. Ante esta situacion,
proponen como principal estrategia la miniaturizacion de las metodologias para lograr la

reduccion de volumenes implicados.

PRINCIPIOS DE LA QUIMICA ANALITICA VERDE
1 | Seleccionar técnicas analiticas directas.
2 | Integrar procedimientos analiticos y operaciones.
3 | Generar la minima cantidad posible de residuos, y tratarlos correctamente.
4 | No desperdiciar energia.
5 | Implementarla automatizacién y miniaturizacion de procedimientos.
6 | Utilizar reactivos obtenidos de fuentes renovables.
7 | Protegeral operador.
8 | Realizar mediciones in-situ.
9 | Evitar derivatizacion.
10 | Minimizar el nUmero de muestray su tamafio.
11 | Elegir métodos multi-analito o multi parametros.
12 | Eliminar o reemplazar reactivos toxicos.

Figura 1.7. Principios de la Quimica Analitica Verde (Galuzka et al. [49]).

Analizando el concepto de Quimica Analitica desde una perspectiva sustentable podemos
decir que un “procedimiento analitico verde”, debe ser capaz de resolver un problema con el
maximo nivel de confiabilidad, generando el minimo impacto tanto medio ambiental como
para el operario. A raiz de esto, se desprende la necesidad de utilizar un sistema de medida
y evaluacidon que nos permita determinar el grado en que una metodologia impacta

negativamente sobre el medio ambiente y la salud humana.

1.2.1 Métricas de Sustentabilidad

El desarrollo y la aplicacién de métricas para evaluar la sustentabilidad de un
procedimiento se presenta como uno de los grandes retos de la Quimica Verde. Una

evaluacion correcta debe permitir comparar entre técnicas existentes, tomar la decision de
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emplear la que implique menos riesgos asi como también, en caso de ser necesario, detectar

los pasos que deben optimizarse [50].

Se han desarrollado diferentes métricas para procedimientos industriales como asi
también para sintesis organica. Sin embargo, un procedimiento analitico se diferencia de uno
industrial principalmente por las escalas, por lo que no seria correcto emplear las mismas
valoraciones para ambos. A esto se suma la complejidad de una metodologia analitica debido
a la gran diversidad de analitos, técnicas empleadasy complejidad de ciertas matrices. Es por
esto que se debe estudiar cada uno de los pasos, desde la toma de muestra hasta el analisis

de datos, para lograr una correcta evaluacién de un procedimiento analitico.

La primera propuesta para evaluar la sustentabilidad de una metodologia analitica fue el
pictograma NEMI (National Environmental Methods Index), establecido en 2002. Este
pictograma consiste en un circulo divido en 4 partes, representando: 1) PBT (persistencia,
bioacumulacién vy toxicidad); 2) peligrosidad del proceso y de los productos, 3) caracter
corrosivo de los solventes usados, y 4) residuos generados. Si la metodologia cumple con los

criterios establecidos para cada cuadrante, se pintan de verde (Figura 1.8).

PBT Peligrosidad

Corrosivo Residuos

Figura 1.8. Pictograma NEMI-2002.

Si bien ésta fue la primera propuesta en métricas de sustentabilidad y presenta la ventaja

de ser facil de interpretar, es sélo una aproximacion cualitativa. Ademas, solo tiene en cuenta
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los efectos negativos del uso de reactivos y la generacion de residuos, dejando de lado

aspectos importantes como el consumo energético [50, 51].

Raynie y Driver [52] propusieron una modificacion al sistema NEMI, que denominaron

“Perfil de Valoracién Verde” (Green Assessment Profile), el cual incluye el consumo

energético, permitiendo aumentar el poder de discriminacion entre técnicas. Ademas, la

contribucién de “peligrosidad” del pictograma NEMI fue divida en tres sectores diferentes

considerando individualmente salud humana, seguridad y medio ambiente (Figura 1.9).

Seguridad

Medio
Ambiente

Residuos

Energia

Figura 1.9. Perfil de Valoracion Verde — 2009.

En 2011, Garrigues y De la Guardia [53] sugirieron que el pictograma NEMI debia ser

pintado en una escala de tres colores, siendo de mayor riesgo a menor: rojo-amarillo-verde.

Esta propuesta permite evaluar el uso de reactivos y procedimiento (peligrosidad y PBT),

residuos generados, riesgos del operador y la energia consumida. Es decir, mantiene la

simpleza del pictograma NEMI pero incorpora una escala semicuantitativa (Figura 1.10).
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PBT Peligrosidad

. Residuos
Corrosivo

Figura 1.10. Modificacién del Pictograma NEMI — 2011.

Mds recientemente en 2012, Galuszka y colaboradores [47], postularon la Eco-Escala
Analitica, aplicando el concepto de Puntos de Penalidad y Eco-Escala, propuesto por Van
Aken et al. [54] para sintesis orgénica (Figura 1.11.). Esta escala asigna 100 puntos al analisis
verde ideal y se restan a este valor los puntos de penalidad (PP) correspondientes a:

- la naturaleza del solvente y riesgos asociados al uso

- N° de pictogramas x palabra de advertencia x volumen

PP
Volumen
<10 mL(g) 1
10-100 mL (g) 2
> 100 mL (g) 3
Denominacién
Advertencia 1
Peligro 2
Consumo Energético
< 0,1 kWh por muestra 0
< 1,5 kWh por muestra
1,5 kWh por muestra 2
Generacidn de residuos
0mL(g) 0
<1mL(g) 1
1-10 mL (g) 3
>10 mL(g) 5
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ECO ESCALA = 100 — Total de puntos de penalidad
100 = ANALISIS VERDE IDEAL
> 75 Analisis Verde EXCELENTE
> 50 Analisis Verde ACEPTABLE

< 50 Andlisis Verde INADECUADO

Figura 1.11. Valoracién segun Eco-Escala —2012.

Sin embargo, debido a los intervalos utilizados, ésta propuesta falla en discriminar entre
micro y macro escalas, ya que por ejemplo el uso de 0,8 mL de solvente tendria los mismos
puntos de penalidad que el uso de 9,9 mL. Con el fin de mejorar esta inconsistencia, en 2016
Armenta y colaboradores [51] propusieron el “Certificado Verde” el cual también se basa en
puntos de penalidad y en el uso de colores asociados a letras de la A hasta la G, siendo A, el

procedimiento verde ideal (Figura 1.12).

100-90 D

9-80 [IINNNT)
7970 O

69-55 | >

54-40 | D

39-20 T D
19-0 )

Figura 1.12. Escala de puntos asignados segun el Certificado Verde- 2016.

Para una correcta evaluacion del volumen empleado de reactivo y de la generacién de
residuos, estos autores grafican los PP vs estos parametros, asi se consigue una correcta
asignacién de penalidades para ambos casos. Las ecuaciones resultantes y empleadas para

el calculo de los puntos de penalidad son las siguientes:
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PPg= (0.61 4 0.05) V (0:3120.02) (1)
PPw=(0.50 4 0.08) W (0:40.02) (2)

donde, PPg: puntos de penalidad para los reactivos, PPy: puntos de penalidad para el residuo

generado, V: volumen de solvente, W: volumen de residuo.

Es necesario desatacar que las métricas de sustentabilidad han sido especificamente
disefiadas para Quimica Analitica, por lo que al momento de desarrollar una metodologia,
cada quimico debe aprovechar la oportunidad y aplicarlas con el fin de evaluar la

sustentabilidad de su procedimiento y realizar las correcciones necesarias.

1.2.2 Metodologias de extraccién convencionales vs no convencionales

Actualmente, si bien los avances instrumentales para el desarrollo de la quimica analitica,
son incuestionables la etapa de extraccion, sigue siendo un paso limitante en el desarrollo
de todo procedimiento analitico [55]. Esto se debe a que diversas variables influyen
significativamente en esta etapa, entre las que se destacan la naturaleza de la muestra y

analitos, como asi también la amplia gama de solventes y técnicas de extraccion.

En particular, para la obtencién de compuestos bioactivos a partir de matrices vegetales,
las técnicas convencionales de extraccion incluyen maceracion, decoccién, soxhlet e
infusion. Muchas de ellas son recomendados en farmacopeas o en métodos oficiales de
analisis de la AOAC (Association of Official Agricultural Chemists) [56-58]. En las ultimas
décadas, la Quimica Analitica ha contribuido con técnicas no convencionales de extraccion;
tales como ultrasonido, microondas, fluidos supercriticos, etc. Cabe destacar que son
metodologias ya consolidadas que apuntan a reducir el impacto ambiental mejorando la

eficiencia (Tabla 1.1) [59, 60].

Durante la optimizacidon de un proceso de extraccién, la seleccion de un solvente
adecuado resulta esencial para obtener rendimientos satisfactorios. El agua y los solventes
orgdanicos, tales como etanol, metanol, isopropanol son los mds comidnmente usados.
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Mientras que el agua es efectiva como solvente de extraccion de metabolitos polares, los
solventes organicos permiten extraer compuestos de distinta polaridad. Sin embargo, el uso
de estos ultimos esta limitado debido a su alto costo, baja biodegradabilidad y toxicidad tanto

para el operario como para el ambiente [61, 62].

En este contexto, la implementacidén de procesos libres de solvente seria ideal, sin
embargo, ellos juegan un rol de suma importancia en la etapa de extraccion [55]. Por lo tanto,
la busqueda de alternativas sustentables a los solventes organicos se ha convertido en uno

de los grandes desafios de la Quimica Verde [63].
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Tabla 1.1. Metodologias convencionales y no convencionales de extraccién de compuestos bioactivos a partir de plantas medicinales.

CONVENCIONALES

Técnica Descripcion VENTAJAS DESVENTAJAS
Se coloca en contacto el material vegetal con el solvente (remojar) -Grandes cantidades de
y se deja reposar a temperatura ambiente por al menos 3 dias con solvente.

Maceracién  agitacion frecuente hasta la disolucion del material. Luego se -Residuo generado
somete a presion al sélido restante y los liquidos resultantes se (contiene solventes
mezclan y filtran. Se utilizan generalmente soluciones alcohdlicas o organicos)
hidroalcohdlicas. -Procedimientos largos
Las infusiones son preparadas macerando el material vegetal por

‘ . o L ] . -Por su naturaleza acuosa
un periodo corto de tiempo ya sea con agua hirviendo o fria. Estas Metodologias sencillas. . .
. . o . estas tienden a sufrir

son consideradas soluciones diluidas de los constituyentes o, . .
Infusién L . contaminacion microbiana

facilmente solubles. No requieren de or lo QUe es necesario

-La farmacopea Argentina VII Ed. establece un tiempo de 20 equipamiento costoso. P g

. I o . usarlas antes de las 12 horas
minutos, Unicamente con agua hirviendo y sugiere una
S, 0 de preparadas.

concentracion de 5 % p/v.

Se obtienen por accién del agua mantenida a ebullicién sobre el

material vegetal por un tiempo definido. Luego es enfriado, colado .

: & P L, P . g y Los metabolitos deben ser

Decoccion  © filtrado con expresion. Este procedimiento es aplicado a

termoestables.
compuestos solubles en agua y termoestables.
-La farmacopea Argentina VII Ed. establece un tiempo de 20
minutos y sugiere una concentracion de 5 % p/v.

Exposicién a emisiones
El material vegetal finamente molido es colocado en una bolsa toxicas de solventes
porosa hecha de papel de filtro o celulosa que estd ubicada en la . . organicos.

Soxhlet Requiere cantidades

(Extraccion
continua con
calor)

camara del aparato de Soxhlet. El solvente de extraccion es
calentado en el matraz y los vapores son condensados en el
condensador. Las gotas caen y extraen por contacto con el material
vegetal. Cuando el liquido contenido en la cdmara llega al sifon
vuelve a comenzar el proceso. Se utilizan generalmente solventes
organicos

menores de solvente que
la maceracion.

No requiere de filtrado
posterior.

Por esto, no es considerado
amigable con el ambiente.
Se limita a muestras secasy
finamente divididas.
Posibilidad de
descomposicion térmica de
los compuestos.
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NO CONVENCIONALES

Se basa en usar ultrasonido (entre 20 kHz - 2000 kHz) para lograr un
efecto mecanico de cavitacion acustica que aumenta el contacto

Reducciéon de tiempo vy

Se debe controlar la energia

Ultrasonido
(UAE) entre el solvente y la muestra. Ademas, al someterse la matriz volumen de solvente. de ultrasonido para evitar
vegetal a ultrasonido aumenta la permeabilidad de la pared celular generar radicales libres.
facilitando la liberacion de los compuestos de interés.
Esta técnica consiste en utilizar energia de microondas para facilitar Reduce tiempos de Se  limita a moléculas
la particidon de los analitos desde la matriz al solvente. La radiacién extraccion y volumen de pequefias
interactla con dipolos de materiales polares y con materiales solvente. '
Microondas  polarizables (solventes y muestras) causando calor cerca de la
. : . . Se debe controlar
(MAE) superficie de los materiales siendo el calor es transferido por Se ha reportado aumento .
-, - . . . . y temperatura y ciclos para no
conduccion. La rotacion de los dipolos de las moléculas inducidas en la recuperacion de -,
" . generar degradacién de
por las ondas electromagnéticas rompe los enlaces puente analitos y en la ] .
i . - moléculas activas.
hidrégeno aumentando el contacto solvente- matriz. reproducibilidad.
Fluidos Se emplea una sustancia que en condiciones de presidon y Permite mayor selectividad

supercriticos

temperatura superiores a su punto critico comparte propiedades
con los liquidos vy los gases, pudiendo actuar como solvente.

y aumentar la eficiencia de
extraccion.

Equipamiento costoso.

Fuente de la tabla: Azwanida [64] , Handa et al [65].
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1.2.2.1 Solventes Verdes

1.2.2.1.1 Liquidos lénicos

El término liquidos idnicos (ILs) se aplica principalmente a liquidos compuestos por iones
que poseen un punto de fusién menor a 100 °C [66]. Estos estan constituidos comiUnmente
por sales (liquidas) u 6xidos. La primera sal sintetizada con bajo punto de fusién (12 °C) fue
el nitrato de etilamonio en 1914. En 1951 Hurley y Wier, desarrollaron sales con iones de
cloroaluminato para galvanoplastia de aluminio. Luego, en la década del 70, las principales
aplicaciones estudiadas de los ILs fueron en el area de la electroquimica y mas tarde fueron

propuestos como solventes en sintesis organica.

Entre sus principales componentes se encuentran derivados de imidazol, amonio, pirrol,
piridina y fosforo acompafiados de aniones organicos o inorganicos. A diferencia de los
solventes organicos, los ILs no son volatiles en condiciones ambientales, lo que los llevd a ser
postulados como “solventes verdes”. Ademds, poseen otras ventajas atractivas tales como
estabilidad quimica y térmica, no son inflamables, tienen alta conductividad y capacidad de
solubilizar compuestos organicos. Tanto el anién como la longitud de la cadena n-alquil del
cation afectan las propiedades fisicoquimicas (viscosidad, polaridad, etc), pudiendo estas ser
modificadas variando la composicion del solvente [67]. A pesar de que se presentaron como
una prometedora alternativa a los solventes tradicionales, la sustentabilidad de los ILs es
muy cuestionada actualmente. Esto se debe principalmente a que los aniones y cationes mas
comunmente utilizados en su preparacién presentan grandes limitaciones para sus

aplicaciones debido a su toxicidad, alto costo e impacto ambiental [67].

1.2.2.1.2 Solventes Eutécticos

Los solventes eutécticos (DES, por sus siglas en inglés) fueron introducidos por Abbott y
colaboradores [68] en 2004 como alternativa a los ILs. Estos autores demostraron que
combinaciones de urea con sales de amonio cuaternarias sustituidas, tales como cloruro de

colina, producian mezclas eutécticas liquidas a temperatura ambiente con propiedades
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interesantes como solventes [69]. Un sistema eutéctico, del griego "eu" (eu = facil) y "TrAéic"
(teksis = fusion), hace referencia a la mezcla de compuestos cuyo punto de fusién y
solidificacion es menor que el de los compuestos por separado. Las principales ventajas
frente a los liquidos idnicos se deben principalmente a su facil preparacién, bajo costo vy
biodegradabilidad. Asimismo, comparten las caracteristicas atractivas de los ILs ya que
poseen baja volatilidad y es posible ajustar sus propiedades fisicoquimicas siendo también
llamados “solventes de disefio”. Las aplicaciones de los DES se han centrado principalmente
en reacciones organicas, electroquimica, reacciones enzimaticas y mas recientemente para

procesos de extraccion de metabolitos a partir de diferentes matrices [61].

1.2.2.1.3 Solventes Eutécticos Naturales

En 2011, Verpoorte y colaboradores [70] propusieron el término “Solventes Eutécticos
Naturales” (NADES, por sus siglas en inglés), con el fin de diferenciar de los DES a aquellas
mezclas eutécticas constituidas Unicamente por compuestos presentes en el metabolismo
celular de todos los organismos vivos. Entre los principales componentes de estos solventes
verdes se encuentran azlcares, alcoholes, aminoacidos, dcidos orgdnicos y derivados de
colina (Figura 1.13). En este sentido, los NADES se alinean con los principios de la Quimica
Verde, por su naturaleza, bajo costo, facil preparacion y biodegradabilidad. Cabe destacar
gue los componentes de los NADES se encuentran en elevadas concentraciones en la dieta

humana.
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Figura 1.13. Principales componentes de NADES.

Interesantemente, considerando que las especies quimicas que forman los compuestos
de los eutécticos naturales son componentes mayoritarios en las células Verpoorte y
colaboradores [61] postulan que los NADES se forman naturalmente en el interior de las
células. Es decir, que constituirian un tercer medio celular, ademas del lipidico y el acuoso.
Mediante este postulado, se podrian explicar reacciones de sintesis y el almacenamiento en
las células de numerosos componentes de polaridad intermedia que no son posibles de

disolver en un medio acuoso o lipidico.

1.2.2.1.3.1 Composicion y preparacion de NADES

Los NADES son conocidos como “solventes a medida” ya que, debido a la gran cantidad
de combinaciones que pueden originarse (alrededor de 10°), sus propiedades pueden
ajustarse buscando la mezcla mds adecuada para una determinada aplicacién [62, 71]. Se
han reportado diferentes combinaciones de NADES como liquidos estables (Anexo Tabla 1)

y pueden ser clasificadas en cuatro grupos:
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a- derivadas de acidos organicos
b- derivadas de cloruro de colina
c- mezclas de azucares

d- otras combinaciones

La mayoria de las mezclas son constituidas por cloruro de colina con diferentes
metabolitos, siendo con acido lactico la mas estudiada en diferentes radios molares

(1:1;1:2;1:3;1:4;1:5;1:9;2:1 y 3:1)[72].

Existen cuatro métodos reportados para preparar NADES:

a. Agitacion-Calentamiento: los componentes de la mezcla son agitados y calentados

(50-90 °C) hasta que se forma un liguido claro (30-90 min) [61].
b. Evaporacion: los componentes son disueltos en agua y evaporados a 50 °C con un
rotavapor. El liquido obtenido es colocado en un desecador con silica gel hasta peso

constante [61].

c. Secado en frio: basado en el congelamiento en seco de soluciones acuosas de los

componentes por separado (2-24 horas) [73].
d. Microondas: los componentes son sometidos a ondas electromagnéticas en

microondas (200 W) por 20 segundos [74].

El método “agitacién y calentamiento” ha sido ampliamente utilizado respecto a los otros,
con diversas modificaciones de tiempo y temperatura segun la naturaleza de los

componentes del NADES.

1.2.2.1.3.2 Estructura supramolecular y efecto de la dilucién

El comportamiento eutéctico de los NADES involucra interacciones puente hidrégeno y
fuerzas de Van der Waals, debido a la naturaleza quimica de los grupos funcionales
predominantes en sus componentes (hidroxilo, carbonilo y carboxilo). Con el fin de explorar

y conocer la estructura de los NADES, se han utilizado técnicas tales como Espectroscopia de
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Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Espectroscopia de Infrarrojo con transformada de

Fourier (FT-IR)[75].

Los reportes acerca de la estructura de los NADES han demostrado la presencia de una
extensiva red de puentes hidrogeno entre los componentes de estos solventes eutécticos
[61, 76]. La supraestructura molecular es especifica para cada NADES dependiendo de la

naturaleza quimica de sus componentes y de su relacion molar.

El agua es un componente esencial en la estructura de los NADES, ya que tiene gran
influencia sobre sus propiedades fisicas (viscosidad, conductividad, densidad y polaridad)
[76]. Esta puede encontrarse formando parte de la red supramolecular, ya sea desde su
preparacion o por posteriores diluciones del solvente. Sin embargo, se ha comprobado que
la dilucion puede llevar a una progresiva ruptura de la supraestructura. El porcentaje de agua
gue puede ser incorporado sin que ocurra esta ruptura depende de la composicion de cada
NADES en particular. Dai y colaboradores [76] evaluaron por medio de RMN el efecto de la
dilucion con agua de la mezcla 1,2-propanediol — cloruro de colina-agua (1:1:1, PCH),
encontrando que la estructura se conserva para diluciones menores a 50 %. Mayores
diluciones producen la ruptura de la estructura y consecuente dilucion de los compuestos

individuales en agua.

1.2.2.1.3.3 Propiedades fisicas y toxicidad

Una de las principales ventajas de los NADES es, como se menciond anteriormente, la
posibilidad de ajustar sus propiedades fisicoquimicas para cada aplicacion. Esto sumado a su
escasa volatilidad y bajo punto de solidificacion (menor a 0 °C) permite que sean usados
como solventes en diferentes areas, especialmente en procesos de extraccion. La adecuada
seleccién de la naturaleza quimica de los componentes de los NADES permite el disefio de
un solvente especifico para extraer un analito en particular o un grupo de compuestos
especifico. Las propiedades fisicoquimicas que mas afectan el proceso de extraccidn son pH,

viscosidad y polaridad [61].
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Los NADES pueden presentar un amplio rango de viscosidad; y una disminucion en este
parametro implica un aumento en la difusion, lo que puede aumentar la eficiencia de
extraccion [77]. Si bien la viscosidad de algunos NADES puede ser elevada, ésta puede ser
disminuida con el agregado de bajas proporciones de agua. La conductividad de los NADES
aumenta cuando la viscosidad disminuye debido a la dilucién con agua, por lo que la

conductividad también puede ser ajustada con el contenido de agua.

Otro parametro fisicoquimico que pude ajustarse es la polaridad del solvente. Es asi que
para el caso de las extracciones, se pueden obtener NADES que poseen mayores cantidades
de agua con una mejor performance para la extraccion de compuestos polares, mientras que
aquellos con bajo contenido de agua son mds apropiados para la extracciéon de compuestos

poco polares [61].

Teniendo en cuenta el niumero de estudios y aplicaciones, los reportes acerca de la
toxicidad de los NADES aun son limitados. Para evaluar esta caracteristica de los NADES, se
han utilizado tanto estudios de citotoxidad celular como ensayos de inhibicién del
crecimiento de distintos microorganismos. Huang y colaboradores [77] evaluaron la
toxicidad de diferentes combinaciones eutécticas frente a Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia Coliy Salmonella enteritidis. Los resultados revelaron que tanto
los NADES basados en cloruro de colina como los basados en glicerol no inhibieron el
crecimiento de los microorganismos bajo estudio. La Unica combinacién que si presento
inhibicion fue L-arginina y glicerol. Hayyan y colaboradores [78] indicaron que diferentes
combinaciones eutécticas basadas en cloruro de colina no presentaron toxicidad cuando se
evaluaron frente a microorganismos gram positivos y gram negativos. Los resultados de
estos aportes indican que la toxicidad depende de las componentes que integran el solvente
eutéctico, sin embargo dada la naturaleza de los mismos es posible predecir su baja
toxicidad. Cabe destacar que la mayoria de los componentes de los NADES son parte de la
dieta humana, tales como 4cido lactico, glucosa y fructosa; asi como también mucho de ellos

son empleados en industrias alimenticia y farmacéutica.
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1.2.2.1.3.4 Principales aplicaciones de los NADES

Las caracteristicas de los NADES permiten su aplicacion en numerosos campos de la
Quimica Analitica. La compatibilidad de estos solventes verdes ha sido reportada para
distintos pasos del procedimiento analitico, lo que representa una gran alternativa para el

reemplazo de los solventes tradicionales empleados cominmente.

Desde que fueron descriptos los NADES, la mayoria de las aplicaciones han estado
dedicadas a la extraccion de biocompuestos desde fuentes naturales. Como puede verse en
la Tabla 1.2, entre los metabolitos mas estudiados se destacan los compuestos fendlicos.
Ademds, cabe destacar que se han acoplado satisfactoriamente a diferentes técnicas de

extraccion, ya sean liquido-liquido o sélido-liquido [79].

Sumado a su atractivo potencial de extractabilidad, la capacidad de los NADES de
estabilizar biocompuestos resulta un factor de suma importancia para posteriores
aplicaciones de los extractos. Esta propiedad ha sido evaluada con excelentes resultados en
NADES de diferente composicién. La capacidad de estabilizar pigmentos naturales de
Carthamus tinctorius fue evaluada por Dai y colaboradores [80], demostrando que los
polifenoles evaluados fueron mds estables en NADES que en agua o en etanol al 40 % (v/v).
Cabe resaltar que la capacidad de estabilizar puede ser ajustada modificando el contenido
de agua y aumentando la viscosidad. La elevada habilidad de estabilizacion es atribuida a Ia
formacion de fuertes enlaces puente hidrégeno entre las moléculas del NADES vy los solutos

[81].

Un gran ndmero de variables afectan la eficiencia de extraccién, por lo que la mayoria de
los reportes emplean herramientas de optimizacion para la etapa de preparacion de
muestra. Interesantemente, los métodos multivariados son elegidos sobre los cldsicos
univariados, permitiendo asi evaluar el efecto de la interaccion entre variables. Entre las
variables mas cominmente estudiadas se encuentran: la relacién muestra/solvente, tiempo
y temperatura de extraccion, dilucion y composicién del NADES [82, 83]. Una desventaja que

presentan los solventes naturales, como ya se ha mencionado previamente, es su viscosidad.
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Esta puede generar algunos inconvenientes practicos en la extraccién, como son menor
transferencia de masa o0 mayores tiempos. Sin embargo la adicién de agua es una estrategia

ampliamente usada para disminuir la viscosidad [84].

Las aplicaciones reportadas de los NADES, han demostrado su compatibilidad con las
técnicas de separacion mas utilizas como Cromatografia Liquida, Electroforesis Capilar y
Cromatografia Gaseosa [83, 85] . La inyeccion de extractos de NADES no afecta la eficiencia
de separacién en términos de tiempos de retencion/migracion, forma de pico y relacion
sefial/ruido [79]. Por otro lado, también se han empleado como modificadores de la fase

movil o como parte de fases estacionarias con resultados satisfactorios [86].

Por otro lado, la seleccion de una técnica adecuada de deteccién depende de numerosos
factores tales como: naturaleza quimica del analito y concentracién, asi como también de las
caracteristicas de la muestra. En este contexto, el solvente donde el analito target se
encuentra disuelto debe ser capaz de estabilizarlo y al mismo tiempo debe ser compatible
con la técnica de deteccion sin interferir en la misma. Los NADES han demostrado
compatibilidad con la mayoria de las técnicas incluyendo deteccion ultravioleta,
espectrometria de masas, espectrometria de infrarrojo, electroquimica y espectroscopia de

absorcidon atémica [87, 88].
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Tabla 1.2. Aplicaciones de los NADES como medio de extraccion.

Biocompuestos Matriz NADES Método de extraccion Ref
. , . muestra/NADES: 17 mg mL™*
. . lina: | 1:1), 259 .
C?QZTEZZOS Carthamus tinctorius z(rf dg]?écatil:i(') Tuacclacsz (( :. 1))’ > % agua H&S: 40 °C, 60 min [89]
8 ' centrifugacién: 10968 g, 20 min
Compuestos , . . L. muestra /NADES: 33 mg mL* [90]
L I : gl : 1 .
fendlicos Catharantus roseus aIct:(cj:gsz‘:'C)Flrz(z:tgsl;?zzacrzf:'aa(5ua ?1)_1_1_11) H&S: 40 °C, 30 min
(antocianinas) & ' ' i R centrifugacién: 1300 rpm, 20 min
Compuestos . . o . 0 muestra/NADES: 33 mg mL*
fendlicos Cajanus cajan cloruro de colina: maltosa (1:2), 20 % agua MW: 60 °C, 12 min [91]
Compuestos 4
" . . S _ 0 muestra/NADES: 67 mg mL
fenollgos Radix Scutellariae cloruro de colina: acido lactico (1:2), 20 % agua MW: 60 °C, 12 min. 500 W [92]
(Flavonoides)
Combuestos muestra/NADES: 50 mg mL™*
p, . Sophora japonica L. L-prolina: glicerol (2:5), 10 % agua UAE: 45 min, 25°C [93]
fendlicos . - .
centrifugacién: 12300 g, 30 min
Ginkgolidos, acido Ginkgo biloba acido malico: cloruro de colina (1:1), 20 % muestra/NADES: 50 mg mL?
fendlicos y acido Panax ginseng agua(w/w); Glicerol: prolina: sucrosa (1:1:1), 20  Bafio térmico: 40 °C, 60 min UAE:
ginkgolico % agua (w/w) 30 min, 25°C 94]
ginsenosidos acido malico: cloruro de colina (1:1), 20 % agua  centrifugacion: 20 min, 13.000 rpm
(w/w); acido malico: glucosa (1:1), 20 % agua
(w/w)
. . cloruro de colina: glicerol (1:2) SPE: resina de intercambio anidnica
Diterpenoides Phyllanthus flexuosus odificada con NADES [95]
. . o muestra/ NADES 1:10
| d lina: acid ) 2:1), 42 9
Saponinas Agave sisalana Zt(;rnuglo e colina: acido propionico (2:1), 7 H&S: 50 °C, 120 rpm, 90 min [96]
Saponinas Ziziphus joazeiro cloruro de colina: acido acético 19 % agua muestra/NADES 1:20 [96]

H&S: 30 °C, 120 rpm, 90 min
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Berberidis Radix, Epimedii

Alcaloides, Folium, Notoginseng Radix
antraquinonas, muestra/NADES: 20 mg mL™
saponinasy et Rhizoma, Rhei Rhizoma et (|oryro de colina: 4cido lactico (1:2), 35 % agua  UAE: 60 °C, 21 min [97]
compuestos Radix, y Salvige Miltiorrhizae centrifugacion: 16200 g, 10 min.
fendlicos
Radix et Rhizoma
Compuestos Mentha piperita L. cloruro de colina: D-(+)-glucosa (5:2) muestra/NADES: 100 g mL™*
volatiles (98]
(monoterpenos)
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General
Desarrollar procedimientos de extraccion sustentables para la obtencién de bioextractos a
partir de plantas medicinales, con el fin de ser incorporados como ingredientes activos en

formulaciones tépicas para tratamientos de enfermedades de la piel.

1.3.1.1 Objetivos Especificos
- Optimizar la sintesis de un solvente eutéctico natural (NADES) con caracteristicas
adecuadas para la extraccién de compuestos bioactivos de diferente polaridad.

- Realizar estudios fisicoquimicos, espectroscopicos y de modelado molecular para la

caracterizacion de los NADES disefiados.
- Desarrollar una metodologia sustentable para la extraccién de compuestos bioactivos a

partir de plantas nativas, utilizando como extractante sistemas eutécticos.

- Elaborar bioextractos a partir de dos especies del género Larrea, Larrea divaricata y Larrea
cuneifolia, autoctonas de la region de Cuyo; y Thymus vulgaris y Origanum vulgare, ambas

pertenecientes a la familia Lamidceas y conocidas por sus propiedades medicinales.

- Caracterizar los bioextractos en términos de actividad antioxidante y contenido de

compuestos fendlicos y alcaloides.
- Comparar la eficiencia de extraccion de NADES con solventes tradicionales.
- Desarrollar metodologias cromatograficas para la caracterizacidon de los bioextractos.

- Evaluar en primer lugar la actividad antimicrobiana de los bioextractos de Larrea divaricata,

Larrea cuneifolia, Thymus vulgaris y Origanum vulgare frente a Candida albicans.

- Desarrollar formulaciones antifingicas incorporando como ingrediente activo a los

bioextractos obtenidos y caracterizados previamente.
- Evaluar las formulaciones en términos de parametros fisicos y capacidad antimicrobiana.
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1.4 Configuracién instrumental

El desarrollo del presente trabajo de tesis se realizd con el equipamiento disponible en las
siguientes instituciones;

- Instituto de Biologia Agricola de Mendoza (IBAM-CONICET) el cual se encuentra en la
Facultad de Ciencias Agrarias de la UNCuyo; donde se procesaron las muestras y se
realizaron las determinaciones mediante HPLC-DAD.

- Catedra de Fitopatologia, de la Facultad de Ciencias Agrarias de la UNCuyo, donde se
llevaron a cabo los ensayos microbioldgicos.

- Instituto de Quimica de San Luis (INQUISAL-CONICET) en la Facultad de Quimica,
Bioquimica y Farmacia de la UNSL , donde se elaboraron las formulaciones tépicas

- Instituto de Quimica de Rosario IQUIR-CONICET, donde se llevaron a cabo los

estudios de RMN y Modelado Molecular.

Asimismo, contd con la colaboracién del Area de Dermatologia del Hospital Laggomagiore vy

la Catedra de Espacios Verdes la Facultad de Ciencias Agrarias de la UNCuyo.
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CAPITULO 2

SOLVENTES EUTECTICOS NATURALES



“Por encima de todo, mira con ojos curiosos este mundo que nos rodea,
porque los mas grandes secretos estan siempre en los lugares mas pequefios.
Aquellos que no creen en la magia, jamas la encontraran”

Roald Dahl



CAPITULO 2
Solventes Eutécticos Naturales

2.1 Introduccion

Los solventes eutécticos naturales (NADES) forman parte de la nueva generacion de
solventes sustentables. Estos constituyen una alternativa verde frente a los solventes
organicos para la extraccion de compuestos bioactivos a partir de matrices vegetales. Entre
las mezclas mds ampliamente estudiadas para ésta aplicacidon, se encuentran las
combinaciones de acidos organicos y azucares o cloruro de colina (Anexo Tabla 1) [1-3].
Asimismo, la incorporacion de agua al sistema eutéctico es un factor que afecta no solo a las
propiedades fisicoquimicas sino también influye en el rendimiento de extraccién [4]. En este
sentido, resulta necesario optimizar el contenido de agua para cada combinacion de solvente
teniendo en cuenta la estructura quimica de los analitos que se busque extraer. En general,
se ha reportado que bajos contenidos de agua son mas adecuados para compuestos de baja
polaridad; mientras que para compuestos polares se obtienen resultados satisfactorios con

mayores contenidos de agua [5].

Si bien se conoce que en la red supramolecular de los NADES intervienen enlaces puente
hidréogeno y fuerzas de Van der Walls, aun existen escasos reportes que evallen estas
interacciones y su comportamiento en presencia de agua o de otros analitos. Entre las
técnicas que se han utilizado con este fin, se encuentra la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN). En particular, el estudio del “Efecto Nuclear de Overhauser” (NOE)
evalla la proximidad espacial a la que se encuentran dos moléculas, lo que permite confirmar
la existencia de enlaces puente hidrogeno y fuerzas de Van der Walls [6]. Esto resulta de
especial interés en el andlisis estructural del sistema eutéctico para comprender su

comportamiento como solventes.

Teniendo en cuenta lo expuesto, en esta primera etapa se propuso optimizar la sintesis
de un solvente natural con caracteristicas adecuadas para la extraccién de compuestos

fendlicos polares y de baja polaridad. Para ello, se evaluaron tres combinaciones de NADES
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constituidos por acidos organicos y azucares (acido lactico, acido citrico, fructosa, glucosa).
Una vez obtenidas las combinaciones optimas, se realizaron estudios de resonancia
magnética nuclear (RMN) y modelado molecular, con el fin de conocer las interacciones que
ocurren en estos sistemas y asi poder comprender su comportamiento como solventes.
Finalmente, se estudio la capacidad del NADES éptimo para estabilizar compuestos fendlicos

por un periodo de 60 dias a diferentes temperaturas.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Reactivos y soluciones

Para la obtencion de agua ultrapura (conductividad 18.3 MQcm) se utilizo un sistema Milli-
Q (Millipore, Billerica, MA, USA). El metanol (MeOH) vy el acetonitrilo (ACN) de grado
cromatografico se obtuvieron de J. T. Baker (USA), mientras que el acido féormico se obtuvo

de Sintorgan (Bs. As., Argentina).

Para la preparacion de los NADES se utilizo: glucosa anhidra, acido citrico anhidro, D (-)
fructosa, L (+) acido lactico obtenidos de Biopack (Bs.As., Argentina). Se empled un agitador

magnético con control de temperatura Fisatom (model 752A, Brasil).

Estandares analiticos: 3-hidroxitirosol, p-acido cumadrico, apigenina, oleuropeina, acido
cindmico y acido cafeico fueron obtenidos de Sigma Aldrich. Quercetina dihidrato y acido

trans-ferulico se obtuvieron de Alfa Aesar y Flukaand SAFC, respectivamente.

Las soluciones madres de los estandares se prepararon disolviendo cada fenol en metanol
grado HPLC para obtener una concentracidn final de 1000 mg L. Las soluciones resultantes
se almacenaron a 4 °C en frascos de vidrios color caramelo. Las soluciones de trabajo de
diferentes concentraciones se prepararon diariamente por dilucion de las cantidades
apropiadas de soluciones madre en agua, metanol o NADES. Antes de su uso, todas las

soluciones se filtraron a través de filtros de nylon 0,22 um.
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Para los analisis por RMN se utilizd: 6xido de deuterio (99,9 %) y 3-sal sédica del acido

trimetilsililpropanoico 2,2,3,3-d4 (TMSP, 98 % grado deuterio) obtenidos de Sigma-Aldrich.

2.2.2 Optimizacion de la preparacion de NADES

Las combinaciones de NADES seleccionadas para la optimizacion fueron: acido lactico-
glucosa, (5:1, LGH); acido citrico-glucosa (1:1, CGH) y fructosa-acido citrico (1:1, FCH). Se
prepararon siguiendo el método de agitacidn y calentamiento propuesto por Dai et al. [7]; |a
mezcla de componentes se colocd en un vial color caramelo de 20 mL y posteriormente fue
agitada y calentada en un agitador magnético con control de temperatura por 60 minutos

(Figura 2.1).

La preparacion de los NADES se optimizé utilizando herramientas quimiométricas con el
fin de determinar tanto la combinacion mas apropiada (LGH, FCH, CGH); como también los
valores Optimos de: temperatura de sintesis, porcentaje de agua y concentracion de buffer.
Para determinar cémo influyen estos parametros, el efecto de ellos sobre los NADES se
evallo en términos de estabilidad y densidad en tres niveles (-1, O y +1). La densidad (qgs =
ms/Vs) se calculé pesando un volumen conocido de cada NADES (1 mL). Finalmente, la
estabilidad del sistema eutéctico se evallo observando que no se forme precipitado y que
no presenten separacién de fases. Esta fue monitoreada cada 24 horas, y los solventes se

consideraron estables cuando la mezcla permanecio en fase liquida por un periodo de 5 dias.

Figura 2.1. Los Solventes eutécticos naturales se prepararon siguiendo la metodologia de

agitacion y calentamiento [7].
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2.2.2.1 Disefio Experimental y Analisis Estadistico

Para optimizar la preparacién de los NADES, se aplicéd un Disefio Central Compuesto y
Metodologia de Superficie Respuesta (RSM), utilizando el software Design Expert, v 7.1 (Stat
Ease, Minneapolis, USA). Los resultados se validaron estadisticamente mediante analisis de
la varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de p= 0,05. La adecuacion del modelo se
evalué por medio del coeficiente de determinacion (R?) y el p valor del modelo. Asimismo,
se establecieron modelos matematicos que permitieran describir la influencia de los
parametros individualmente y/o de las interacciones entre los parametros en cada respuesta
investigada. Los graficos de superficie-respuesta se realizaron con el mismo software, y se
representaron seleccionando la funcién de dos factores, dejando el tercero constante. Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando los programas Statgraphics Centurion XV
v15.2.06 y GraphPad Prism v5.01. Todos los datos se reportaron como la media + SD para

tres réplicas.

2.2.3 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

2.2.3.1 Efecto Nuclear de Overhauser (NOE)

Con el propdsito de evaluar la proximidad espacial entre los componentes de los NADES
y el efecto que la dilucién genera en las interacciones intermoleculares se estudio el Efecto
Nuclear de Overhauser (NOE). Para ello, se prepararon soluciones acuosas de LGH, CGH y
FCH a distintas concentraciones (10, 20, 30, 40y 50 % v/v de NADES en agua) agregando la
cantidad correspondiente de agua D,O y H>O. Ademads, con el fin de estudiar el
comportamiento de los enlaces de un sistema eutéctico en presencia de compuestos
fendlicos, se seleccioné el solvente optimizado en la Seccién 2.2.2 y quercetina. Se

prepararon soluciones del analito a 10 mg mL* para cada dilucion de LGH.

Se utilizé un espectrémetro Bruker Avance 300 MHz, con una frecuencia y una resolucion
de fase de 0,005 Hz y 0,006 ° respectivamente. El espectrémetro estd compuesto por un

autosampler con una sonda inteligente de 5mm de didmetro interno con ATMA (Automatic
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Tuning Matching) y la temperatura se mantuvo estable a 300 K. Los ensayos se realizaron en
triplicado. El D0 se utilizd como campo de frecuencia para bloguear la sefial, TMSP se
empled como referencia interna de los corrimientos quimicos de 'H. Para realizar las
supresiones de las sefiales del agua se usd noesygppr-1d (Bruker standard pulse sequence).
Cada espectro se registré con 128 scans y 48 mil datos. La ventana espectral se ajusté a
15,0084 ppm (4504,504 Hz) con un tiempo de adquisicion de 4,0 s por scan. Los espectros
del NOE se llevaron a cabo irradiando la sefial de un protén particular bajo estudio, con un
ancho espectral entre 25y 45 Hz (0,08 and 0,15 ppm, respectivamente), dependiendo de la
sefial. Posteriormente, la diferencia espectral NOE se calculé restando el espectro original de

IH RMN de los correspondientes NADES a los espectros irradiados de 'H RMN.

2.2.3.2 Métodos computacionales

Inicialmente, el modelado molecular de los sistemas comenzd con busquedas
conformacionales que resultaron en un gran nimero de geometrias (hasta 100) de los
constituyentes de los NADES (glucosa, fructosa y los acidos lactico y citrico); aplicando el
método de mecanismo molecular MM+ usando el mdédulo de busqueda conformacional de
HyperChem. Posteriormente, las conformaciones mas estables se optimizaron con funcién
de correlacion M06-2X [8] acoplado con 6-31+G (d,p) set de bases usando el programa

Gaussian 09W [9].

En este trabajo, las relaciones estequiométricas entre acidos organicos y carbohidratos
utilizadas fueron 5:1. Cuando se modelan sistemas de estos tamafios (mas de 25 atomos
pesados), el tiempo de calculo se vuelve excesivamente largo para un disefio légico. Es por
esto, que el modelo elegido para cada sistema bajo estudio consistié en un dimero formado

por una molécula de azlcar y una molécula de acido organico.

Si bien un modelo dimero no puede describir completamente todas las posibles
interacciones intermoleculares de estabilizacién entre los componentes de los NADES, se
selecciond este modelo simplificado con el fin de obtener un rapido screening de los sistemas

para conocer las interacciones entre los constituyentes. Para modelar las interacciones
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intermoleculares en los NADES se ubicaron las conformaciones mas estables de los
constituyentes a una distancia aproximada de 3,5 Ay se reoptimizé la geometria del sistema
en agua (€=78,3553) mediante el método M06-2X/6-31+G (d, p). Para esta optimizacion de
solventes, se utilizd el modelo Solvation Model based on Density (SMD) [10] del método Self-
Consistent Reaction Field (SCRF) [11]. Finalmente, se realizaron calculos de frecuencia para
verificar la naturaleza de los puntos estacionarios (energia minima global) por la ausencia de
frecuencias imaginarias en todas las estructuras optimizadas. Con el objetivo de evaluar las
interacciones mas importantes en los sistemas modelados, se evaluaron los cdlculos de

enlace orbital natural (NBO) asi como también se analizaron los indices Wiberg [12].

2.2.4 Monitoreo de la estabilidad por cromatografia liquida de alta performance

Con el fin de conocer la capacidad de los NADES para estabilizar compuestos bioactivos,
se evaluo el efecto de la temperatura y el tiempo de almacenamiento en la estabilidad de
ocho compuestos fendlicos en el NADES optimizado en la Seccion 2.2.2, y sus estabilidades
se compararon con las correspondientes a los solventes tradicionales H,O y MeOH. Los
compuestos seleccionados fueron: oleuropeina, 3-hidroxitirosol, los acidos: cumarico,

cindmico, cafeico y ferulico, quercetina y apigenina.

Se prepararon 9 soluciones para cada solvente (NADES, MeOH y H,0) conteniendo los 8
estandares a una concentracion de 10 mg mL™. Se almacenaron tres a temperatura ambiente
(25 °C), tres se almacenaron en heladera a 4 °Cy otras tres en freezer (-18 °C). La estabilidad
se evaluo monitoreando el area cromatografica al inicio del ensayo y luego de 7,14, 30 y 60

dias de almacenamiento.

La determinacién de compuestos fenélicos mediante HPLC-MWD, se realizé utilizando un
cromatografo Dionex Ultimate 3000 (Dionex Softron GmbH, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Germering, Germany). Este consiste de una unidad desgasificadora de vacio, inyeccién
automatica via autosampler, bomba cuaternaria, horno termostatizado para controlar la

temperatura de la columna cromatografica y sistema de deteccién Dionex-MWD 3000 (RS).
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El software Chromeleon 7.1 se utilizd tanto para el control de los parametros

cromatograficos, como para el procesamiento de los datos obtenidos.

Para la separacion se utilizd una columna Zorbax SB-Aqg (4,6 x 150 mm, 5 um; Agilent
Technologies). La fase movil utilizada fue H,O acidificada con 0,1 % acido férmico (A) vy
acetonitrilo (B). El flujo de fase movil fue de 1 mL min?, la temperatura de la columna de 30
°Cy el volumen de inyeccién de 5 pL. En la Tabla 2.1 se muestra el gradiente utilizado para

la separacion de los compuestos fendlicos.

Tabla 2.1. Gradiente utilizado para la separacion de fenoles por HPLC-MWD.

Tiempo (min) | Acetonitrilo (% v/v)

0-2,7 5
2,7-10,7 30
10,7-11 32

11-15 40
15-15,5 50
15,5-16 50
16-16,5 30
16,5-17 15
17-17,5 5
17,5-18 5

La identificacidn de los compuestos fendlicos en los distintos solventes estudiados se basd
en la comparacion de los tiempos de retencién (tR) con los obtenidos para soluciones
patrones de cada analito evaluado. La cuantificacion se realizd utilizando los valores de
absorbancias de los picos detectados (drea bajo la curva), calculando la concentracion
mediante la curva de calibracién de cada uno de estdndares. Los cromatogramas se

registraron a 254 (Ole), 280 (Tyr, Cin), 320 (Cou, Caf, Fer, Api) y 370 nm (Quer).
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2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Optimizacion de la preparacion de NADES

Para la optimizacion de variables, la Metodologia de Superficie Respuesta (MSR) presenta
numerosas ventajas frente a la cldsica optimizacidon one-at-a-time. Principalmente, permite
evaluar la interaccion entre las variables bajo estudio, disminuyendo el numero de
experimentos [13]. MSR, ha sido ampliamente estudiada y es ya una metodologia
consolidada en la optimizacion de procedimientos analiticos. En este contexto, para
determinar las condiciones experimentales mas adecuadas en la preparacion de NADES se
utilizd un Disefio Central Compuesto (DCC) y MSR. El propdsito de esta optimizacion fue
obtener los valores 6ptimos de temperatura de sintesis y porcentaje de agua y concentracion
de buffer; asi como también la combinacién mas apropiada de NADES para la extracciéon de
compuestos fenodlicos a partir de matrices vegetales. Teniendo en cuenta la naturaleza
guimica de los compuestos bajo estudio asi como también las matrices involucradas; los
parametros estabilidad y densidad fueron seleccionados para evaluar los pardametros

optimizados.

Para este disefio se evaluaron combinaciones de azUcares - acidos organicos- agua (LGH,
CGH y FCH). Las combinaciones se seleccionaron teniendo en cuenta que, en el
comportamiento eutéctico, la naturaleza de las interacciones que ocurren depende del tipo
de componentes, interviniendo principalmente interacciones por puente hidrégeno vy
fuerzas de Van der Waals. La presencia de grupos hidroxilos y carboxilos permite una mayor
formacion de interacciones puente hidrogeno, aumentando la estabilidad de éstos liquidos.
Ademads, esta eleccion se basé en resultados obtenidos previamente por otros autores
(Anexo Tabla 1), priorizando metabolitos que tuvieran bajo costo, amplia disponibilidad y
principalmente que sean usados como aditivos e ingredientes en las industrias alimenticia y

farmacéutica [3, 14].

Los intervalos de temperatura y el contenido de agua evaluados, se seleccionaron en base

a reportes previos. Las temperaturas mas ampliamente usadas son 50 y 80 °C, por lo cual en
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este trabajo se evallo el intervalo entre 40 y 80 °C. El contenido de agua se estudid entre 0
y 15 %; los valores 6ptimos de este parametro son variables y dependen especificamente de
cada combinaciény de la aplicacion [2, 7, 15, 16]. La adicion de buffer se incluyd en el disefio
debido a que los compuestos fendlicos muestran mayor estabilidad en condiciones acidas

[17].

Enla Tabla 2.2 se muestra el disefio que consistid en sesenta y seis experimentos divididos
en tres bloques (tres dias consecutivos). Se incluyeron ocho réplicas de punto central, ocho
puntos factoriales y seis puntos axiales para los NADES testeados. Las variables respuestas

observadas fueron estabilidad (hs) y densidad (g mL™).

Tabla 2.2. Datos experimentales de las respuestas evaluadas en la sintesis de NADES

utilizando Disefio Central Compuesto (DCC).

Factores Respuestas
acido . .
Corrida Bloque NADES agua .. . =~ -+ ) estabilidad py  densidad
(%) o (hs) (g mL™)
(%)
1 1 LGH 7,5 0,05 60 120 2 1,248
2 1 LGH 0 0,10 80 120 1 1,257
3 1 FCH 0 0,00 40 0 3 1,600
4 1 FCH 15 0,10 40 72 2 1,418
5 1 FCH 0 0,10 80 120 2 1,580
6 1 CGH 7,5 0,05 60 72 2 1,488
7 1 LGH 7,5 0,05 60 120 2 1,241
8 1 CGH 0 0,10 80 24 2 1,498
9 1 FCH 15 0,00 80 120 3 1,398
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

CGH

LGH

CGH

LGH

FCH

CGH

CGH

LGH

LGH

FCH

FCH

CGH

CGH

CGH

LGH

LGH

LGH

LGH

CGH

FCH

CGH

7,5

7,5

15

7,5

15

7,5

15

7,5

7,5

15

15

7,5

7,5

7,5

15

7,5

7,5

0,00

0,05

0,05

0,00

0,05

0,10

0,05

0,10

0,00

0,05

0,05

0,05

0,00

0,05

0,05

0,05

0,00

0,10

0,10

0,05

0,05

40

60

60

80

60

40

60

40

40

60

60

80

40

60

60

60

40

40

40

60

60

120

72

120

120

72

120

96

120

120

120

72

120

120

120

96

120

72

1,550

1,240

1,485

1,221

1,486

1,430

1,491

1,218

1,250

1,483

1,487

1,400

1,410

1,490

1,242

1,243

1,215

1,253

1,515

1,488

1,489

50



31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

FCH

LGH

CGH

LGH

FCH

FCH

CGH

FCH

LGH

FCH

CGH

FCH

FCH

LGH

LGH

CGH

FCH

FCH

CGH

LGH

CGH

15

7,5

7,5

15

15

15

7,5

7,5

7,5

7,5

7,5

20,1

7,5

7,5

7,5

7,5

0,10

0,00

0,00

0,05

0,05

0,00

0,10

0,00

0,10

0,05

0,05

0,10

0,00

0,05

0,13

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05

0,05

80

80

80

60

60

80

80

40

80

60

60

40

60

60

60

60

60

60

26

94

60

120

120

24

120

120

120

120

72

120

120

72

120

120

120

120

24

120

120

72

1,379

1,251

1,503

1,244

1,478

1,590

1,365

1,420

1,225

1,480

1,487

1,630

1,482

1,240

1,235

1,362

1,600

1,478

1,530

1,230

1,491
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52 3 LGH 20,1 0,05 60 120 2 1,210
53 3 FCH 7,5 0,05 94 120 2 1,410
54 3 CGH 0 0,05 60 0 2 1,510
55 3 LGH 7,5 0,05 26 120 2 1,251
56 3 LGH 7,5 0,05 60 120 2 1,247
57 3 FCH 7,5 0,05 60 120 3 1,489
58 3 CGH 7,5 0,05 94 120 2 1,435
59 3 FCH 7,5 0,13 60 120 2 1,471
60 3 LGH 0 0,05 60 120 2 1,252
61 3 FCH 7,5 0,05 26 0 3 1,530
62 3 LGH 7,5 0,00 60 120 3 1,239
63 3 CGH 7,5 0,05 60 72 2 1,488
64 3 CGH 7,5 0,00 60 24 3 1,482
65 3 FCH 20,1 0,05 60 120 2 1,260
66 3 CGH 7,5 0,13 60 72 1 1,478

T: temperatura

Analizando los resultados obtenidos, CGH y FCH presentaron mayores valores de
densidad (1,4 - 1,6 g mL?) que los determinados para LGH (1,2 — 1,25 g mL™). Elevados
valores de este pardmetro pueden causar errores severos durante el paso de inyeccién en
HPLC, asi como también pueden disminuir la eficiencia de extraccidon dificultando la
transferencia de analitos desde la matriz. Por otro lado, se pudo observar que LGH fue el

unico solvente que logrd ser preparado a menores temperaturas (40 °C), implicando un
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menor costo energético. Por lo expuesto, la combinacién LGH se selecciond para las

optimizaciones posteriores.

Los modelos que mejor explicaron el comportamiento de las respuestas de estabilidad,
pH y densidad fueron el 2F|, cuadratico y lineal respectivamente (Tabla 2.3). Los R2
obtenidos indican que el modelo es satisfactorio para fines predictivos. El p-valor para la falta
de ajuste del modelo linear fue no significativo (p 0,1070), indicando que este modelo se

ajusta a los datos experimentales.

Tabla 2.3. Resultado del analisis de la varianza para los modelos seleccionados.

Respuesta Modelo p-valor” p-valor” R%ad;.
Modelo Falta de ajuste

estabilidad 2FI 0,0005 Jkx 0,597

pH Cuadratico <0,0001 SKx 0,999

densidad Linear <0,0001 0,1070 0,825

*Considerado significativo cuando p-valor < 0,05
**No calculado: el tipo de variable no permite el calculo del error puro.

Los modelos fueron expresados mediante las siguientes ecuaciones (Egs. 1-3):
Estabilidad = 84,98 + 2944 + 0,47T — 0,04AT (1)
(pH + 0,03)178 =7,19 — 84,97B + 234,95B (2)
Densidad = 1,25 —2,19¢ 3 A (3)
donde A: agua, T: temperatura y B: concentracidon de buffer.

Analizando las ecuaciones, se concluye que el contenido de agua afectd tanto a la
estabilidad como a la densidad (Eg. 1y 3). El contenido de 4cido féormico influyd en el pH de

LGH (Eg. 2), mientras que la temperatura afecto la estabilidad del solvente (Eq. 1).

Para la optimizacion simultdnea de las respuestas analizadas (densidad y estabilidad) se

utilizé la funcién de deseabilidad (Figura 2.2). El criterio elegido para LGH, fue minimizar
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densidad y pH y maximizar la estabilidad. Como se muestra en la Figura 2.2, la funcion
deseabilidad aumenta cuando aumenta el contenido de agua y de dacido féormico. Las
condiciones experimentales dptimas (D = 0,854) para la sintesis de LGH (acido lactico:

glucosa, 5:1) fueron 40 °C, 15 % de agua y 0,1 % (v/v) de acido formico.

Deseabilidad

1500

e & P \ /
s} > £
< < P S 128 %
< e S / 750 )
o ) - <

S > W~ e 7
C:FA (%) w7 A:agua (%) C:FA (%) om0 B:T(°C) A: agua (%) 000 B: T(°C)
0067000

Figura 2.2. Graficos de superficie respuesta (funcion deseabilidad) para la sintesis de LGH
cuando se optimizd: acidificacion vs. porcentaje de agua (A), acidificacién vs. temperatura
(B) y temperatura vs. porcentaje de agua (C); en todos los casos la tercera variable se

mantuvo constante en el valor dptimo.

Con el fin de validar los resultados se realizaron tres experimentos adicionales empleando
las condiciones Optimas. Los resultados de esta validacién confirmaron las condiciones

Optimas de sintesis.

Posteriormente, se prepararon las combinaciones éptimas LGH, CGH y FCH sin el
agregado de acido formico. Se compararon los parametros fisicoquimicos, no observandose
diferencias significativas entre ellos. Por lo tanto, se decidié trabajar con LGH sin el agregado

de 4cido férmico para estudios futuros.

2.3.2 Efecto Nuclear Overhauser

Se evalto el Efecto nuclear Overhauser (NOE) con el propdsito de determinar la

proximidad espacial entre los componentes de los NADES optimizados (LGH, CGH y FCH). Si
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bien LGH resultd ser el solvente con caracteristicas mas adecuadas como medio de
extraccion, se decidié estudiar la estructura de las tres combinaciones con el objetivo de

realizar estudios estructurales comparativos.

Con este fin, se realizé en primer lugar un analisis por *H RMN de modo de seleccionar los
atomos de hidrogeno adecuados para los experimentos de NOE. Se buscaron los protones
con desplazamientos quimicos que se diferenciaran lo suficiente (al menos en 0,3 ppm) de
los protones remanentes en las otras moléculas que conforman la mezcla. Este
requerimiento se debe a que el hidrégeno seleccionado para la irradiacion debe responder
enuna regién aislada del espectro, para evitar que otros protones alcancen la magnetizacion,

que llevaria a errores en el analisis.

Como se puede observar en la Figura 2.3, ambas sefiales del acido lactico (H-2 y H-3)
aparecen claramente separadas de las sefiales de glucosa en LGH. En el caso de FCH y CGH,
el doblete- doblete del acido citrico (H- 2a, b y H-4a, b) aparece separado de las sefiales de
los azlcares. Entonces, la sefial seleccionada para los experimentos de NOE en los NADES
FCH y CGH que contienen acido citrico fue el doblete a §=2.7 ppm (primer doblete del
doblete-doblete); mientras que para LGH, las dos sefiales seleccionadas para la irradiaciéon
fueron el cuarteto a 6= 4.10 ppm vy el doblete a 6= 1.20 ppm del acido lactico (H-2 y H-3,
respectivamente). Ademds, todos los espectros de *H RMN fueron irradiados en la regién
central de las fracciones de azUcares, correspondientes a los corrimientos quimicos de los
protones mas carbindlicos (por ejemplo, 6= 3.30 ppm para glucosa y 6= 3,60 ppm para

fructosa).
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Figura 2.3. Espectro de *H RMN para cada NADES bajo estudio. LGH: &cido lactico-glucosa,

FCH: fructosa-acido citrico, CGH: &cido citrico-glucosa. Lac. a.: acido lactico, B-D-fru:

B-D-fructopiranosa, B-D-glu: B-D-glucopiranosa.

Las estructuras de los principales isomeros de D-fructosa y D-glucosa también se
muestran en la Figura 2.3. En el equilibrio en agua B-D-fructopiranosa (Figura 2.3, B-D-fru)
es el tautémero predominante de D-fructosa, seguido por B-D-fructofuranosa y luego

a-D-fructofuranosa (69,6 %, 21,1 % vy 5,7 % respectivamente) [18, 19].

En el caso de D-glucosa, las formas pirandsicas de D-glucosa fueron las predominantes
(c.a.99 % en una relacion 36:63 para a: B anémeros respectivamente) [20]. Si bien el mayor
isémero de D-glucosa en agua es B-D-glucopiranosa (Fig. 1, B-D-glu), la integracion de las

sefiales anoméricas de H-1 (H-1a and H-1p) alcanzaron una relacién cercana a 1:1 entre los
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anomeros de glucopiranosa para la mezcla de CGH. En éste ultimo caso, la formacion del

NADES indica la alteracion el equilibrio original.

En la Figura 2.4 se muestran los NOE mas satisfactorios encontrados para los tres NADES
bajo estudio. En LGH, cuando ambas sefiales del dcido lactico fueron irradiadas, el NOE mas
intenso se obtuvo para el H-3 del 4cido lactico. Como puede observarse en la Figura 2.4 A, la
existencia de NOE se confirmo por la presencia de sefiales correspondientes a la mayoria de
los hidrégenos carbindlicos de la glucosa en el espectro de RMN de *H (H-2, H-3, H-5 and H-
6). Ademas, la irradiacion en la regién central de los protones de glucosa (H-3, H-5, and H-6)

condujo a la aparicién de ambas sefiales H-2 y H-3 del 4cido lactico.

En el caso de FCH, cuando se irradio la sefial seleccionada (6= 2,7 ppm), se observo la
existencia del efecto NOE en el espectro de RMN de H, por la presencia de sefiales
correspondientes a la mayoria de los hidrégenos carbindlicos de la fructosa (Figura 2.4 B; H-

1, H-3, H-4, H-5, y H-6).

Finalmente, en la Figura 2.4 C se muestra el NOE generado cuando se irradiaron los
protones seleccionados de CGH. Para la sefial a 6= 2,7 ppm, la mayoria de los hidrégenos
carbindlicos de glucosa (H-2, H-3, H-5 and H-6) aparecen en el espectro de RMN de H.
Ademds, como en este caso la region del espectro de NMR de *H para los protones unidos a
carbonos anoméricos (H- 1B) es claro, también fue posible observar el efecto NOE en éstas
sefiales. Asimismo, un NOE reciproco fue detectado cuando se irradio la region central de los

protones de glucosa.
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Sin embargo, se debe considerar que las intensidades de NOE compiten con el proceso
de relajacién que devuelve a todos los protones a su estado de equilibrio. El indice del
proceso de relajacion se determina monitoreando la velocidad de rotacion completa de una
molécula en solucion. Debido a que moléculas pequefias relajan mas lentamente que las mas
grandes, requieren mayores tiempos de mezcla para capturar el NOE mas intenso. Para
moléculas pequefias en solventes no viscosos, el tiempo dptimo de mezcla en un ensayo de
NOE puede ser hasta 1,5 s, y para moléculas grandes en solventes mas viscosos el mejor
tiempo pude ser de 0,15 s. Una vez obtenidos los resultados preliminares de la existencia de
NOE en los NADES, se estudié dicho efecto a tres tiempos de mezcla 0,15; 0,7 y 1,5 s; con el

fin de estudiar la influencia de éste pardmetro en la sensibilidad del fendmeno de NOE.

De acuerdo a la viscosidad de los NADES, sus constituyentes en agua estan mas cercanos
al segundo sistema descripto previamente, aungue cuando el parametro fue optimizado, el
mejor efecto NOE se observé en el tiempo de mezcla intermedio de 0,7 s. Por lo tanto, para

el resto de los estudios realizados se selecciond este tiempo de mezcla.

2.3.2.1. Efecto de la dilucion

Una vez confirmada la proximidad espacial entre los componentes de los NADES y con el
fin de estudiar como afecta el agregado de agua en las interacciones intermoleculares, se
analizaron diferentes diluciones de LGH, CGH y FCH usando los espectros de NOE de 1H de
RMN.

El espectro de 'H de RMN registrado para las diluciones de LGH se presenta en la Figura
2.5. Cuando la sefial de H-3 (6= 1,30 ppm) del acido lactico fue irradiado (Figura 2.5A), 10 %
LGH fue la Unica dilucién que no presenté NOE, indicando la existencia de un valor limite
entre 10 % y 20 % en el cual las interacciones intermoleculares entre glucosa y acido lactico
se rompen. Ademas, un comportamiento similar se observé cuando la region central de la
glucosa fue irradiada (6= 3,30 ppm, Figura 2.5 B); el efecto NOE se observo desde la dilucion

20 % LGH.

59



50% LGH

1 /V‘ \Mﬂ nj\* an . 40% LGH

i 30% LGH
i 20% LGH

Intensidad (a.u.)

10% LGH
AP NN AP
3.60 3.40 3.20 3.00 2.80 2.60 2.40
B H-2
] 50% LGH
5
S
= 1 40% LGH
e
(%]
=
I
= - 30% LGH
| 20% LGH
10% LGH
4.10 4.00 3.90 3.80 3.70 3.60 3.50

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 2.5. Efectos NOE registrados para diluciones de LGH. A: Sefiales a 6= 1,3 ppm; B:

Sefiales a 6= 3,6 ppm.

El efecto NOE registrado para las diluciones de FCH se muestra en el espectro de *H de
RMN en la Figura 2.6. En este caso, cuando la sefial a 6= 2,7 ppm (H-2 y H-4) del 4cido citrico
fue irradiada, 30 %,40 % y 50 % FCH presentaron efecto NOE. Por lo que esto indica que el
valor limite en el que las interacciones moleculares disminuyen esta entre las diluciones 20

%y 30 %.
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Figura 2.6. Efectos NOE registrados para las diluciones de FCH cuando se irradia el protén a

6=2,7 ppm.

Finalmente, los espectros de las diluciones de CGH se muestran en la Figura 2.7. Al irradiar
la sefial a 6= 2,7 ppm del acido citrico (Figura 2.7 A) las diluciones a partir de 40 % CGH
presentaron efecto NOE, siendo la mayoria de las sefiales de los hidrégenos carbinélicos de
la glucosa (H-1, H-2, H-3, H-4 and H-5). Ademds, cuando la regién de los protones de glucosa
fueron irradiados a 6= 3,3 ppm (Figura 2.7 B), se observd un efecto NOE para 40 % y 50 %

CGH debido a la presencia de la sefial doblete-doblete del acido citrico.

Como puede esperarse en *H RMN, cuando variamos la concentracion, el efecto de la
dilucion produce también corrimientos quimicos con mayores valores de 6. Por esto, en las
Figuras 2.4, 2.5y 2.6, puede observarse una pequefia diferencia en la posicion para la misma

sefial entre los espectros.
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Figura 2.7. Efectos NOE registrados para las diluciones de CGH; A: sefial del protdn irradiado

a 6=2,7 ppm; B: seflal a 6= 3,3 ppm.

En conclusidn, las diluciones de LGH, FCH y CGH analizadas por *H RMN confirman una
proximidad espacial entre los atomos de hidrégeno de los diferentes constituyentes de los
NADES. El efecto NOE se observé en la mayoria de las diluciones, siendo LGH el solvente que
presentd dicho efecto a mayores diluciones. De acuerdo a los efectos de dilucién
encontrados, se puede establecer un umbral para cada solvente eutéctico, en el cual la

estructura supramolecular se rompe. Los limites de dilucién para LGH son de hasta un 80y
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90 %, para FCH entre 70-80 % vy, finalmente CGH admite hasta un 60-70 % de agregado de

agua.

Existen escasos reportes que determinen los valores maximos de dilucion de los NADES.
Dai vy colaboradores [4] evaluaron el efecto de sucesivas diluciones sobre la mezcla 1,2-
propanediol : cloruro de colina : agua (1:1:1) . Estos autores observaron que la estructura del
solvente eutéctico se preservod a diluciones menores al 50 %. Mayores diluciones generaron
una solucion de los componentes individuales en agua. Olivares y colaboradores [21]
reportaron un comportamiento similar para una mezcla de betaina: urea; los resultados de
'H RMN vy 3C RMN sugirieron una ruptura de la supraestructura con el aumento del

contenido de agua [21].

2.3.2.2. Interaccién de los NADES con biocompuestos

Como se menciond anteriormente, de las mezclas de solventes optimizadas, LGH resultod
la mas adecuada como medio de extraccidn. Asimismo, fue la combinacion que mantuvo su
estructura supramolecular a mayores diluciones. Es por esto que se decidid estudiar el
comportamiento de sus enlaces en presencia de quercetina (Quer), un compuesto fendlico
ampliamente distribuido en plantas y que ha sido previamente reportado por presentar
interacciones fuertes con otros sistemas eutécticos [7]. Para esto, se prepararon soluciones
de Quer (10 mg L™), en diluciones de LGH entre 10 y 50 %. En la Figura 2.8 se muestra el
espectro de 'H de RMN obtenido al irradiar cada una de estas diluciones en la sefial del

mismo protén previamente estudiado.
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Figura 2.8. Efecto NOE observado para el espectro de *H RMN de soluciones de Quer a 10

mg L™t en LGH cuando el 4cido lactico es irradiado (8= 1,20 ppm).

Los resultados obtenidos en la Seccién 2.3.2.2 mostraron que todas las diluciones de LGH
evaluadas presentaron NOE excepto 10 % LGH. Sin embargo, en las soluciones de Quer
estudiadas, el efecto NOE se registrd Unicamente cuando se irradid las sefiales de acido
lactico de 40 % y 50 % LGH. Esto indicaria que la solvatacién de Quer con LGH involucra
interacciones entre solvente — analito que afectan la interaccion intermolecular en las
soluciones mas diluidas de LGH. Esto se encuentra de acuerdo a lo reportado previamente
por Dai et al [7] para la interaccion entre el sistema xilitol: cloruro de colina : agua y

guercetina.

2.3.2.3 Estudio tedrico

Simultdneamente a los estudios experimentales de NADES por *H RMN, se realizd un
modelado molecular en solucion de los sistemas LGH, FCH y CGH. Este estudio se llevd a cabo

con el fin de racionalizar la presencia de las interacciones intermoleculares encontradas
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entre los componentes de los solvente eutécticos bajo estudio. En la Figura 2.9 se puede
observar la geometria para los tres sistemas optimizados en agua en M06-2X/6-31+G (d,p)

nivel de teoria.
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| | /1954
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Figura 2.9. Geometrias optimizadas de los sistemas eutécticos en agua, A: LGH, B: FCH y C:

CGH.

En el caso de LGH, la conformacién obtenida después de la optimizacién geométrica
presentd dos interacciones del tipo puente hidrégeno (Figura 2.9 A), principalmente, una
interaccién entre el oxigeno unido a C-6 de la glucosa y el hidrégeno del grupo hidroxilo del
acido lactico (1,83 A, Figura 2.9 A-1), y otra interaccién entre el hidrégeno del grupo hidroxilo
del C-4 de la glucosa y el 4&tomo de oxigeno del grupo carbonilico del 4cido lactico (1,95 A,

Figura 2.9 A-2).

Por otro lado, la geometria de FCH optimizada presentd tres interacciones tipo puente

hidrégeno (Figura 2.9-B). La minima distancia encontrada fue entre el 4tomo de hidrégeno
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del hidroxilo del grupo carboxilo del 4cido citrico y el oxigeno unido a C-4 de la fructosa (1,71
A, Figura 2.9 B-1). La segunda interaccién encontrada fue entre el hidrégeno del grupo
hidroxilo de C-5 de la fructosa y el oxigeno del grupo carbonilo del &cido citrico (1,92 A, Figura
2.8 B-2). Finalmente, la tercera interaccién en FCH se observd para el hidrégeno del grupo
hidroxilo del C-1 de la fructosa y el atomo de oxigeno de otro grupo carbonilo en el acido

citrico (2.00 A, Figura 2.9 B-3).

La conformacion obtenida para CGH después de optimizar la geometria se muestra en la
Figura 2.9 C. En este caso, se presentan dos interacciones de tipo puente hidrégeno, una
entre el hidrogeno del grupo hidroxilo del acido citrico y el oxigeno del anillo glucopirandsido
de la glucosa (1,86 A, Figura 2.9 C-1), y una segunda no convencional puente hidrégeno entre

H-2 v el oxigeno del grupo carbonilo del &cido citrico (2.75 A, Figura 2.9 C-2).

Por otro lado, para las principales interacciones puente hidrégeno de cada NADES se
evalto el indice Wiberg y la energia especifica de enlace asociadas a las deslocalizacion de
electrones (segln el segundo orden de la teoria de perturbacién de analisis de la matriz de
Fock). Ambos parametros, permiten obtener una aproximacion de la fuerza en uniones no
covalentes (Tabla 2.4). Asimismo, se determind también la energia de estabilizacion de la
formacion del puente hidrégeno (en Kcal mol™), la cual se relaciona con la estabilidad de los

NADES segln sus interacciones intermoleculares.
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Tabla 2.4. indice Wiberg y andlisis de teoria de perturbaciones de segundo orden de la matriz

de Fock en uniones de orbitales naturales (NBO).

L Energia
Distancia (A) Indice Wiberg Donor NBO Aceptor NBO
(Kcal/mol)

LGH 1,83 0,0540 O(LP)8lv H-O (BD*)¢ 17,48

1,95 0,0243 O(LP)'ac H-O (BD*)gl 6,81

FCH 1,71 0,0677 O(LP)™ H-O (BD*)ct 25,53

1,92 0,0351 O(LP)ct H-O (BD*)f 6,63

2,00 0,0218 O(LP)ct H-O (BD*)™ 5,42

CGH 1,86 0,0424 O(LP)g H-O (BD*)ctt 14,11

2,75 0,0024 H-O (BD*)°t H-O (BD*)el 1,04

LP: par solitario, BD: orbital de enlace, BD*: orbital de antienlace. Glu: glucosa, Cit: acido

citrico, Fru: fructosa, Lac: acido lactico.

Como puede observarse en la Tabla 2.4, la mayoria de interacciones puente hidrégeno
surgen de la interaccion entre pares de electrones solitarios (LP) de atomos de oxigeno y
orbitales antienlazantes (BD*) de la unién H-O de los grupos hidroxilos. Para FCH, se
observaron tres interacciones puente hidrégeno, mientras que LGH y CGH presentaron dos
interacciones. En los tres sistemas estudiados, se registraron interacciones intermoleculares
fuertes de tipo puente hidrégeno con distancias 1.71y 2.75 A. Ademas, estas interacciones
presentaron enlaces complementarios, dado que cada constituyente de los NADES tiene un
donor y un aceptor de hidrégeno. Los valores negativos de energia obtenidos por el sistema
dimérico modelado confirmaron la estabilizacion alcanzada por las interacciones
intermoleculares. De acuerdo con el nimero de enlaces puente hidrégeno encontrados para
cada sistema, el mayor valor de estabilizacion (mayor AE en valor absoluto) fue alcanzado

por FCH, mientras que CGH presentdé los menores valores de estabilizacion.

En resumen, las estructuras modeladas de los NADES confirmaron la proximidad espacial
de sus componentes, la cual da lugar a interacciones entre los mismos. En concordancia con

el estudio experimental, el modelado molecular confirmé la existencia de interacciones
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puente hidrégeno para LGH, CGH y FCH. Teniendo en cuenta el nimero de interacciones y
las energias de estabilizacion predichas para cada solvente eutéctico evaluado, FCH seria en
principio el que mantendria la estructura supramolecular con el efecto de la dilucién. Sin
embargo, la evidencia experimental demostré en el espectro de *H de RMN que el LGH es el
NADES gue mas sostuvo su estructura supramolecular cuando se diluyd. Si bien el modelo
propuesto fue capaz de encontrar interacciones intermoleculares entre los NADES, fall6 en

predecir cual de los tres tenia una estructura supramolecular més fuerte.

Esto probablemente se deba a que el sistema real puede contener una red de acidos
organicos y monosacaridos interaccionando simultdneamente, lo que seria imposible para el

modelo debido a los tiempos computacionales asociados con el nivel de teoria aplicado.

2.3.3 Estabilidad de compuestos fendlicos

Entre las propiedades atribuidas a los NADES, se destaca su capacidad de estabilizar
compuestos bioactivos. Previos reportes indican que esto se debe a la formacion de
interacciones puente hidrégeno o formacién de quelatos que permitiria estabilizar
compuestos que son inestables en otros medios. Para los NADES que poseen carbohidratos
entre sus constituyentes, las interacciones puente hidrogeno entre el soluto y los solventes

eutécticos explicarian su gran habilidad de estabilizacion [22].

Como se menciond anteriormente, LGH resultd la combinacién mas adecuada como
medio de extraccion y asimismo, fue el solvente que mantuvo su estructura supramolecular
a mayores diluciones. Es por esto que este sistema eutéctico se selecciond para estudiar su
capacidad de estabilizacién de ocho compuestos fendlicos. Los fenoles se seleccionaron por
su ya conocida presencia en el reino vegetal y teniendo en cuenta su diferente naturaleza
quimica (Figura 1.2, Capitulo 1), polaridad y tamafio: oleuropeina (secoiridoide), 3-
hidroxitirosol (fenol simple), los acidos: cumarico, cinamico, cafeico y ferulico (acidos

hidroxicinamicos), quercetina (favonol) y apigenina (flavona).
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Analizando los resultados obtenidos, a -18 °C y 4 °C, todos los compuestos fendlicos
permanecieron estables en LGH y metanol por al menos dos meses (Figura 2.10). Mientras
gue en agua, durante el mismo periodo y a estas temperaturas, se observé una degradacion
para la mayoria de los fenoles siendo de hasta el 90 % para Api y Quer. Si bien luego de dos
meses de almacenamiento a 25 °C, Ole, Hty, Api y Quer presentaron degradaciones en LGH
entre 30-50 %, mientras que el resto de los compuestos fendlicos se mantuvieron estables

en el solvente natural.

Los resultados para fenoles poco solubles se corresponden con lo estudiado por otros
autores acerca del importante aumento de la estabilidad por parte de los NADES de
compuestos poco solubles en soluciones acuosas. Dai y colaboradores [22] reportaron la
estabilidad de Cartamina, un colorante natural. Este compuesto fue preservado en un
solvente eutéctico (sacarosa: cloruro de colina) a 4 °C por al menos 30 dias, y a -20 °C por al

menos 90 dias [22].
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Los estudios se realizaron por triplicado (n=3).
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2.4 Conclusiones parciales

En este capitulo, se seleccionaron LGH, FCH y CGH vy se optimizd su preparacién con el
proposito de obtener un solvente eutéctico adecuado para la extraccién de compuestos
fendlicos. Los resultados demostraron la importancia de optimizar la seleccion de los NADES

para cada aplicacion, siendo el agua un factor esencial.

Los estudios de NOE y modelado molecular permitieron caracterizar la estructura de los
tres NADES evaluados. Se demostré la proximidad espacial de sus componentes;
confirmando la presencia de interacciones intermoleculares. Asimismo, las variaciones del
efecto NOE observadas en las diluciones de los NADES demostraron que el valor umbral en
el cual la estructura supramolecular se rompe depende de cada mezcla eutéctica; siendo

LGH el que mantuvo la interaccidén entre sus componentes a mayores diluciones.

En base a los resultados del disefio experimental, LGH presento caracteristicas adecuadas
para la extraccion de compuestos fendlicos en términos de densidad y temperatura de
sintesis comparada con las mezclas CGH y FCH. Los estudios de estabilidad, demostraron su
capacidad para estabilizar compuestos fendlicos de diferente polaridad y estructura quimica.
Esta caracteristica abre interesantes posibilidades para uso como vehiculo de compuestos
bioactivos en diversas industrias tales como farmacéutica y alimenticia. Por lo expuesto, LGH

fue el solvente seleccionado para la obtencién de bioextractos a partir de matrices vegetales.
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CAPITULO 3

OBTENCION Y CARACTERIZACION DE EXTRACTOS



“Las plantas tienen suficiente espiritu como para
transformar nuestra limitada visién”
Rosemary Gladstar



CAPITULO 3
Obtencion y caracterizacion de extractos

3.1 Introduccién

En medicina popular, las plantas se han utilizado por sus propiedades benéficas tales
como antiinflamatoria, antimicrobiana, antioxidante. Estas actividades se atribuyen
principalmente a sus metabolitos secundarios, entre los que se destacan los compuestos
fendlicos, alcaloides y compuestos volatiles. La extraccidn, determinacién y cuantificacion de
estos biocompuestos resulta de especial interés para poder brindar bases cientificas vy

alcanzar un uso seguro y eficaz de los preparados fitoterapicos [1].

En las Ultimas décadas, los avances instrumentales realizados en el campo de la quimica
analitica son incuestionables. Sin embargo, la etapa de extraccion sigue siendo un paso
limitante en el desarrollo de todo procedimiento analitico. En el caso de la extraccién de
compuestos bioactivos de plantas, las técnicas tradicionalmente empleadas presentan serias
desventajas. En su mayoria son procedimientos largos, que involucran grandes volumenes
de solventes téxicos asi como también requieren de un alto costo energético [2]. En los
ultimos afios, se han consolidado técnicas no convencionales de extraccién debido a que
logran reducir estos parametros [3]. A pesar de esto, una de las principales preocupaciones
en el drea de la Quimica Analitica Verde, es que los solventes toxicos siguen siendo utilizados
en la mayoria de los procedimientos [4]. En este contexto, surgen los Solventes Eutécticos
Naturales (NADES) como una potencial alternativa verde para la extraccién de compuestos a

partir de matrices vegetales [5].

En este sentido, con el fin de poder determinar el impacto de una metodologia analitica,
se han desarrollado diferentes métricas que permiten cuantificar la sustentabilidad de los
procedimientos. Recientemente en 2016, De la Guardia y colaboradores [6] propusieron el
“Certificado Verde”, el cual consiste en asignar puntos de penalidad a diferentes parametros

tales como volumen de solvente empleado, toxicidad, consumo energético y generacién de
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residuos. Luego, los puntos de penalidad determinados se restan al valor de 100, que

corresponden a un procedimiento verde ideal.

En el presente capitulo, se propuso desarrollar una metodologia sustentable para la
extraccion de fenoles a partir de plantas nativas, utilizando como extractante el NADES
presentado en el Capitulo 2. En primer lugar, para la seleccion del procedimiento de
extraccion, se realizd un estudio comparativo con el fin de evaluar la sustentabilidad de las
técnicas mas recientemente utilizadas. A partir de los resultados obtenidos, se decidio

optimizar una metodologia mediada por ultrasonido utilizando LGH como solvente.

Una vez optimizada la extraccion, se prepararon extractos a partir de dos especies del
género Larrea, Larrea divaricata y Larrea cuneifolia, autdctonas de la regién de Cuyo; y
Thymus vulgaris y Origanum vulgare, ambas pertenecientes a la familia Lamiaceas vy
conocidas por sus propiedades medicinales. Luego, los extractos obtenidos se caracterizaron
en términos de actividad antioxidante y contenido de compuestos fendlicos. Teniendo en
cuenta que existen escasos reportes acerca de la capacidad de los NADES para extraer
alcaloides, se propuso evaluar la habilidad de LGH para extraer estos biocompuestos.
Asimismo, con el fin de complementar el estudio del Capitulo 2 sobre el comportamiento de
LGH, se compard su comportamiento como extractante con los solventes tradicionales agua

y metanol.

3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Reactivos y equipamiento

En este capitulo, se emplearon algunos de los reactivos y equipamiento detallados en el
Capitulo 2, Seccidon 2.2.1; asi como también se utilizd el mismo procedimiento para la

preparacion de soluciones de estadndares.

Para las determinaciones de fenoles totales y capacidad antioxidante se utilizaron: el

reactivo de Folin-Ciocalteu obtenido de Biopack (Bs. As., Argentina); el 4cido 2,2 -azinobis 3-
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etillbenzotiazolin-6- sulfénico (ABTS) y 2,2 -difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) ambos obtenidos
de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Estandares analiticos: tirosol (Tyr), luteolina (Lut) y rutina (Rut) se obtuvieron de Fluka
Analytical (St. Louis,MO,USA), mientras que (£) catequina (Cat), naringenina (Nar), y los acido
nordihidroguaiarético (NDGA) y rosmarinico (Ros) de Sigma Aldrich (St. Louis,MO,USA). Los
alcaloides: teofilina (Teof), teobromina (Teob), cafeina (Cafe), harmalina (Harm), y piperina

(Pip) se obtuvieron también de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Para la extraccidon se utilizd: bafio ultrasonico (Cleanson-Buenos Aires; 200 W, 20 kHz),

centrifuga (Eppendorf 5804-R).

3.2.2 Material Vegetal

Larrea cuneifolia, Larrea divaricata, Thymus vulgaris y Origanum vulgare fueron cultivadas
en invernaculo bajo radiacion natural a una temperatura de 20-25 + 5 °C (invierno y verano
respectivamente). Las mismas fueron identificadas en términos de morfologia y anatomia
por la Catedra de Botdnica de la Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional de Cuyo.
Las hojas fueron colectadas al azar a partir de 4-5 plantas, en la época de floracién
correspondiente a cada especie vegetal (Figura 3.1). Una vez separadas de la planta, las hojas
se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido para detener todos los procesos
enzimaticos. Posteriormente, fueron liofilizadas para su conservacién en freezer (-18 °C).
Antes de la extraccién, se procedid a homogeneizar las hojas moliéndolas con nitrégeno

liquido.
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Nombre cientifico: Larrea divaricata
Nombre vulgar: Jarilla
Epoca de floracién: Noviembre

Nombre cientifico: Larrea cuneifolia
Nombre vulgar: Jarilla
Epoca de floracién: Noviembre

Nombre cientifico: Thymus vulgaris
Nombre vulgar: Tomillo

Nombre cientifico: Origanum vulgare
Nombre vulgar: Orégano
Epoca de floracién: Diciembre

Epoca de floracién: Noviembre

Figura 3.1. Material vegetal utilizado.

3.2.3 Obtencion de extractos

3.2.3.1 Métricas Sustentables

Los puntos de penalidad (PPs) se calcularon de

III

acuerdo a

Certificado Verde” propuesto

por de la Guardia y colaboradores [6]. Los pardmetros evaluados fueron: solvente (tipo y

volumen), consumo energético y generacion de residuos. Los puntos de penalidad para el

solvente (PPR) y para el volumen de residuo (PPw) se calcularon seguin las siguientes

ecuaciones (Eq. 1y 2):
PP, = (0,61 0,05)V©31£002) (1)

PP, = (0,5 + 0,08) W (04£0,02) )

donde, V: volumen de solvente y W: volumen de residuo

80



Los PP para el consumo de energia se calcularon de acuerdo a los valores propuestos por
Raynie y Driver [7], teniendo en cuenta la cantidad de energia requerida para cada muestra

(Figura 3.2).

Energia (kWh) P
<01
0,1-1,5
>1,5

W N =

Figura 3.2. Puntos de penalidad segun el consumo de energia utilizado.

3.2.3.2 Optimizacion de la extraccion

El Solvente Eutéctico Natural disefiado en el Capitulo 2 compuesto por acido lactico-
glucosa-agua (LGH), se utilizd para optimizar la extraccion de compuestos fendlicos mediada
por ultrasonido. Como material vegetal, se selecciond L. cuneifolia. Con este propdsito, se
llevd a cabo un analisis multivariado para evaluar los siguientes parametros: tiempo de
ultrasonido, relacion muestra/solvente y dilucién del LGH previamente sintetizado. La
temperatura de extraccion se establecid en 40 °C para evitar la degradacion de compuestos.
Los extractos obtenidos se analizaron por HPLC-DAD y se utilizé el area cromatografica para
evaluar la performance de extraccién. Los resultados se expresan como eficiencia porcentual

relativa.

Como resultado de la optimizacion, el material liofilizado y el LGH se colocaron en un tubo
de centrifuga de 15 mL (75 mg mL™) y se homogeneizaron en un vértex por 15 segundos. Las
suspensiones se colocaron en ultrasonido durante 42 minutos a 40 °C (+ 2 °C). Luego, fueron
centrifugados a 1000 rpm por 30 minutos y el sobrenadante se filtrd (0,45 um) antes del

analisis por HPLC-DAD. Cada extraccion se realizé por triplicado.

Los valores dptimos se utilizaron para la obtencidon de extractos a partir de las cuatro

plantas medicinales seleccionadas. Para llevar a cabo la comparacién de LGH con solventes
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tradicionales, se realizaron extracciones con H,0 y MeOH utilizando los parametros éptimos

de relacion solvente/material vegetal y tiempo de ultrasonido.

3.2.3.2.1 Disefio Experimental y Analisis Estadistico

La optimizacion de la extraccion mediada por ultrasonido (UAE) se llevé a cabo aplicando
un Disefio Box-Behnken y Metodologia de Superficie Respuesta (MSR), utilizando el software
Design Expert, v 7.1 (Stat Ease, Minneapolis, USA). Los resultados se validaron
estadisticamente mediante analisis de la varianza (ANOVA) con un nivel de significancia de
p= 0,05. La adecuacién del modelo se evalud por medio del coeficiente de determinacién
(R?) y el p valor del modelo. Asimismo, se establecieron modelos matematicos que
permitieran describir la influencia de los parametros individualmente y/o de las interacciones
entre los parametros en cada respuesta investigada. Los graficos de superficie-respuesta se
realizaron con el mismo software, y se representaron seleccionando la funcién de dos
factores, dejando el tercero constante. Los analisis estadisticos se realizaron utilizando los
programas Statgraphics Centurion XV v15.2.06 y GraphPad Prism v5.01. Todos los datos se

reportaron como la media + SD para tres réplicas.

3.2.4 Caracterizacién de los extractos

3.2.4.1 Compuestos fendlicos totales

El contenido de polifenoles totales se determind mediante el método de Folin-Ciocalteu
(FC) descripto por Singleton y Rossi [8], con modificaciones. Para esta determinacion se
usaron diluciones de los extractos al 5 % en el mismo solvente que fueron obtenidos (LGH,
MeOH o H;0). En un tubo de ensayo se colocaron 50 uL de extracto al 5 % y se mezclaron
con 200 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu. Luego de cinco minutos, se agregd la solucion de
NazCO3 (1250 uL, 5 % w/v) y se llevd a un volumen final de 5000 pL utilizando H,0 mili-Q. La
mezcla se incubd a temperatura ambiente y en oscuridad por 60 minutos. Posteriormente,
se determind el contenido de compuestos fendlicos colorimétricamente a 750 nm. El

contenido de fenoles totales se expresé en ug de acido galico por mL de extracto; para lo
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cual se realizd una curva de calibrado utilizando un estandar de este fenol (rango de

concentracion: 0-1000 ug mL; R? = 0,9904). Cada determinacidn se realizd por triplicado.
3.2.4.2 Capacidad antioxidante

3.2.4.2.1 DPPH

La capacidad de los extractos para secuestrar radicales libres se determind siguiendo la
metodologia descripta por Nuutila et al. [9], utilizando la curva de decoloracion del radical
estable 2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH*). Para esto se mezclaron 3,5 mL de una solucién
metandlica de DPPH* (45 mg mL?) con 250 uL del extracto diluido al 2,5 % (con el mismo
solvente que fue obtenido, LGH, MeOH o H;0). Luego de 5 minutos, la absorbancia se midié
a 515 nm. La solucion de DPPH* tuvo una absorbancia inicial de 1,375 (Apppr+). Como
referencia (Arer) se utilizd una solucidn de un estandar de acido galico (1000 pg mL™). Cada
determinacion se realizé por triplicado. La disminucion en la concentracién del radical indica
la actividad secuestradora de radicales de la muestra. Se calculd el porcentaje de inhibicion
del radical DPPH* (%), por medio de la siguiente férmula (3):

— _Apppu* ~AE (3)

% I *
DPPH ApppH* — AREF

donde; Apppu*: absorbancia inicial del DPPH*, Ag . absorbancia de la muestra, Arer:

absorbancia de referencia.

3.2.4.2.2 ABTS

La actividad antioxidante de los extractos se determind también mediante el método
propuesto por Re et al. [10], usando la sal de diamonio 2, 2’-azinobis-3-etil- benzotiazolina-
6-acido sulfénico (ABTS). En primer lugar, este reactivo se disolvié en etanol a una
concentracion de 2 mM. Luego, con el fin de generar el catién radical de ABTS*, se mezcld
con una solucion de persulfato de potasio (2,45 mM) y se incubd en oscuridad a temperatura

ambiente por 12-16 horas. Para esta determinacion, se prepararon diluciones al 2,5 % de los
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extractos en el mismo solvente que fueron obtenidos (LGH, MeOH o H;0). La solucién
obtenida de ABTS* fue diluida con etanol hasta una absorbancia de 0,7 (+ 0,02) a 734 nm
(Arer). Luego, se agregaron 80 uL de extracto diluido a 3920 L de la solucidon de ABTS* y la
absorbancia se midid a 734 nm. Los experimentos se realizaron por triplicado. Como
referencia (Arer) se utilizd una solucién de dcido galico (1000 pug mL™?) vy los resultados fueron
calculados segun la siguiente férmula (4):

AaBrs* ~— AE (4)

% 1 =
0 *
ABTS AABTS*—AREF

donde; Aasts*: absorbancia inicial del ABTS*, Ae.absorbancia de la muestra, Arer: absorbancia

de referencia.

3.2.4.3 Determinacion de compuestos fendlicos por HPLC-DAD

La determinaciéon de compuestos fendlicos se realizo utilizando el mismo equipamiento y
software descriptos en el Capitulo 2, Seccion 2.2.4; empleando un sistema de deteccion

Dionex-DAD 3000.

Se empled la columna previamente descripta, y se empled la misma fase movil (A: H,0
acidificada con 0,1 % acido féormico y como fase movil B: ACN). Los compuestos fendlicos

fueron separados segun el siguiente gradiente descripto en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Gradiente utilizado para la separacion de fenoles por HPLC-DAD.

Tiempo (min) | Acetonitrilo (v/v %)
0-3 5
3-11 15

11-15 32
15-15,5 40
15,5-16 50
16-16,5 50
16,5-17 30
17-17,5 15
17,5-18 5
18,5-20 5
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El flujo de fase movil fue de 1,2 mL min?, la temperatura de la columna se mantuvo en 30
°Cy el volumen de inyeccion fue 5 pL. La identificacion de los compuestos fendlicos en los
distintos solventes estudiados se basd en la comparacion de los tiempos de retencion (tR)
con los obtenidos para soluciones patrones de cada analito evaluado. La cuantificacion se
realizé utilizando los valores de absorbancias de los picos detectados (drea bajo la curva),
calculando la concentracion mediante la curva de calibracion de cada uno de estandares. Los
cromatogramas se registraron a 280 (Tyr, Cat, Cin, Nar, NDGA), 320 (Caf, Fer, Ros, Api) y 370

nm (Rut, Quer, Lut).

3.2.4.4 Determinacion de alcaloides por HPLC-DAD

La determinacion de alcaloides se realizd utilizando el equipamiento descripto en el punto
anterior (HPLC-DAD Dionex Ultimate 3000), empleando el mismo software. La separacion se
llevod a cabo utilizando una columna Accucore Polar Premium C18 (3 mm x 100 mm, 2,6 um)
Agilent Technologies. Se empled como fase movil A, agua acidificada con 0,1 % acido formico
y como fase mavil B, acetonitrilo. El gradiente empleado se describe en la Tabla 3.2, el flujo

de fase movil fue de 1 mL mint.

Tabla 3.2. Gradiente utilizado para la separacion de fenoles por HPLC-DAD.

Tiempo Acetonitrilo
(min) (V/v %)
0-1,5 25

1,5-3,75 42

3,75-6,5 50
6,5-9 50

9-9,75 25

9,75-10 10

10-12,5 10

La identificacion y cuantificacion de los alcaloides en los distintos solventes estudiados se
realizé siguiendo el mismo procedimiento descripto para fenoles en el punto anterior. Los

cromatogramas fueron registrados a 280 (Teob, Cafe, Teof), 320 (Pip) y 370 nm (Har).

85



3.3 Resultados

3.3.1 Métricas de Sustentabilidad

En primer lugar, con el fin de disefiar un procedimiento de extraccidon que se encuentre
alineado con los principios de la quimica analitica verde, se realizé un estudio bibliografico
comparativo de la sustentabilidad de las metodologias mas recientemente utilizadas. Para
esto se seleccionaron trabajos que emplearan técnicas tanto convencionales como no
convencionales para la extraccién de compuestos fendlicos a partir de plantas medicinales
(Tabla 3.3). La sustentabilidad se evaluo mediante el “Certificado Verde” y los puntos de
penalidad (PPs) se calcularon como se describe en la Seccién 3.2.3.1. Este estudio
comparativo, permitié detectar factores clave para disminuir los puntos de penalidad en un

procedimiento de extraccion.

Analizando los resultados obtenidos, los PPs para las técnicas convencionales se
encontraron entre 9,53 y 25,11; mientras que las no convencionales demostraron una
marcada reduccion siendo los PPs calculados entre 3,5y 13,46. Como puede observarse, los
valores elevados de PPs obtenidos por las técnicas convencionales estan relacionados
principalmente a los elevados volumenes de extractante como asi también a el tipo de
solvente organico utilizado. Ademas, éstas técnicas implican un mayor gasto energético y
generan mayores cantidades de residuos. Otro aspecto critico a tener en cuenta, es que para
obtener extracciones satisfactorias, las técnicas convencionales requieren de mayores
tiempos. El factor tiempo, si bien no se encuentra penalizado, representa una gran
desventaja para los fines practicos. Notablemente, las no convencionales como microondas

y ultrasonido, mostraron resultados satisfactorios desde una perspectiva verde.
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Tabla 3.3. Certificado Verde para métodos de extraccion de compuestos fendlicos a partir de plantas medicinales.

EXTRACCION
o Solvente ) _ Certificado Referencia
Tecnlcalclie Volumen de solvente  Peligrosidad  Subtotal PP* Energlla Residuo .\ bpe Verde™
extraccion (mL)- PPk (PPrH) (kwh?)  (PPw)
Calentamiento 1,005 6 6,028 2 1,5 9,53 90,47 [11]
(5 mL MeOH)
Maceracion 1,42 6 8,474 2 0,653 11,13 88,87 [12]
(con agitacion) (15 mL MeOH )
Decoccidn - - - 8 4,972 12,97 87,03 [13]
(200 mL H,0)
g Maceracion 1,427 6 8,560
< (15,5 mL MeOH)
o 0,654 4 2,617 1 1,500 13,68 86,32 [14]
S (1,25 mL &cido
i s
% acético)
8 Maceracion 1,634 6 9,803 4 1,137 14,94 85,06 [15]
£ | (con agitacion) (24 mL MeOH)
&)
= Maceracion 2,082 4 8,329 - 2,855 15,19 84,19 [16]
E (con agitacion) (52,5 mL EtOH)
Maceracion 2,543 6 15,257 2 2,855 20,11 79,89 [17]
(24horas) (100 mL MeOH)
Maceracion 2,543 6 15,257 4 2,855 22,11 77,89 [18]
(100 mL MeOH)
Soxhlet 2,543 6 15,257 7 2,855 25,11 74,89 [18]

(100 mL MeOH)
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TECNICAS NO CONVENCIONALES

Ultrasonido - - 1,5 3,50 96,5 [19]
(100 mL H;0)
Ultrasonido - - 0,788 3,79 96,21 [20]
(10 mL H,0)
Ultrasonido - -
(1mL NADES)
0,94 5,62 0,34 7,97 92,03 [21]
(4 mL ACN)
Microondas 1,005 6,028 1,5 8,53 91,47 [11]
(5 mL de MeOH)
Ultrasonido 1,473 5,894 1,5 10,39 89,61 [3]
(17,200 mL EtOH)
Ultrasonido - -
(1 mL NADES)
154 9,26 1,20 13,46 86,54 [22]
(20 mL MeOH)
Ultrasonido - - 101 401 95 99 Extraccion
(5 mL LGH) ! ’ ’ propuesta
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Con la necesidad de reducir los PPg, el agua se presenta como una alternativa sustentable
en la extraccién de compuestos fendlicos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que para
optimizar racionalmente una técnica de extraccidon no solo hay que disminuir el impacto
ambiental sino también maximizar la eficiencia de extraccion. En este sentido, numerosos
reportes comparan los rendimientos de extraccidon para fenoles demostrando que el agua es
menos eficiente que los solventes orgdnicos debido a que esta es solo efectiva para extraer

compuestos bioactivos polares e hidrofilicos [18, 23].

Un gran nimero de solventes alternativos han demostrado tanto su sustentabilidad como
eficiencia. Entre ellos, se destacan los NADES que presentan caracteristicas satisfactorias
como extractantes [24, 25]. Si bien es notable el creciente interés de la comunidad cientifica
por la aplicacion de éstos solventes verdes en el procedimiento de extraccion; los solventes
organicos siguen siendo elegidos ya sea para el procedimiento en si, o para posteriores
diluciones. Esto impide que una metodologia se alinee completamente con los principios de

la Quimica Verde [21, 22].

Finalmente, considerando el estudio comparativo llevado a cabo, se decidié optimizar un
método de extraccion (no convencional) mediado por ultrasonido (UAE). Esta metodologia
se eligid por presentar bajos valores de PP, como asi también por su simplicidad de uso,
reduccion de tiempos de extraccién y aumento de la eficiencia. Como extractante se
selecciond LGH; el solvente eutéctico optimizado en el Capitulo 2, con el fin de reducir los

PPs y maximizar la eficiencia de extraccion.

3.3.2 Optimizacién de la extraccion mediada por LGH-UAE.

Teniendo en cuenta que un gran numero de variables afectan la eficiencia de extraccién,
se llevd acabo la optimizacion de este paso mediante un analisis multivariado como se
describe en la Seccién 3.2.3.2.1. Se utilizé un disefio experimental Box- Behnken (CCD) con
metodologia de superficie respuesta (MSR) para determinar las condiciones dptimas de
extraccion de compuestos fendlicos a partir de L. cuneifolia. Los parametros evaluados

fueron: tiempo de ultrasonido (15-60 min), relacién muestra/solvente (15- 75 mg mL?) y la
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dilucién del LGH previamente sintetizado (0- 75 %). Para la seleccion de los mismos se basé

en reportes previos, y para la dilucion de LGH también se consideraron los resultados

obtenidos en el Capitulo 2 [26-28]. Como puede observarse en la Tabla 3.4, el disefio

consistié en 18 experimentos con seis réplicas del punto central. Se considerd como variables

respuesta el area de los acidos ferulico y cafeico y de quercetina. Estos fenoles fueron

seleccionados segln su naturaleza quimicay polaridad como asi también por ensayos previos

gue determinaron su presencia en los extractos de L. cuneifolia.

Tabla 3.4. Datos experimentales de las respuestas evaluadas en extraccion de compuestos

fenodlicos para L. cuneifolia utilizando el disefio de Box-Behnken (BB).

Factores Respuestas
Corrida Relacién Dilucién Tiempo de Caf Fer Quer
planta/solvente de NADES  extraccidn
(mg mL™)
1 15 38 15 0,074 0,498 2,822
2 75 75 38 0,464 2,341 7,529
3 45 38 38 0,320 15,081 7,354
4 75 38 60 0,431 28,461 1,467
5 45 38 38 0,356 16,356 9,208
6 75 0 38 0,362 17,965 14,093
7 45 38 38 0,395 17,698 1,056
8 15 38 60 0,087 0,608 0,367
9 45 0 15 0,248 11,305 10,463
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

75

45

45

45

15

45

15

45

45

38

75

38

38

38

75

75

15

60

38

38

38

38

38

15

60

0,453

0,315

0,317

0,289

0,081

0,346

0,044

0,258

0,212

25,909

15,347

16,016

15,107

0,383

1,618

0,434

13,159

10,363

15,527

0,582

8,035

7,921

3,495

10,357

1,340

3,676

8,647

Los modelos que mejor explicaron el comportamiento de las respuestas fueron el modelo

cuadratico para los 4cidos ferulico y cafeicoy lineal para quercetina (Tabla 3.5). Los R? indican

que los datos experimentales estuvieron en concordancia con las respuestas predichas para

cada modelo. El F-value para la falta de ajuste de los modelos fue no significativo, indicando

que representan adecuadamente los datos experimentales.

Tabla 3.5. Analisis de la varianza para los modelos seleccionados.

Respuesta  Modelo  p-valor’ p-valor” R?ad;.
Modelo Falta de ajuste

Fer Cuadratico <0,0001 0,2784 0,9857

Caf Cuadratico <0,0001 0,5183 0,9227

Quer Linear <0,0001 0,2272 0,8235

91



Los modelos fueron representados por las siguientes ecuaciones (Eq. 5-7):

Caf = —0,13 + 0,01R + 3,46e™> R? — 3,83¢™°> D? (5)
Fer = —0,76 + 0,02R + 7,66e™ 3D — 1,38¢™* R? — 8,41e 5 D?  (6)
Quer = 2,76 + 0,17R — 0,06D (7)

donde, R: relacion material vegetal/solvente y D: dilucion de LGH

El p-valor muestra, con un nivel de confianza de 95 %, que la relacién material
vegetal/solvente fue significante para las tres respuestas evaluadas mientras que el tiempo

de ultrasonido no fue significativo para ellas (Eq. 3-5).

La funcion deseabilidad (D) se usé para la optimizacion simultanea de las condiciones de
extracciones. El criterio para el analisis de las tres respuestas seleccionadas (Caf, Fer, Quer)
fue maximizar el area cromatografica de acuerdo a la composicidon fendlica de L. cuneifolia.
Como puede verse en la Figura 3.3 la funcién deseabilidad aumenta cuando aumenta la

relacion material vegetal/solvente mientras que disminuye con la dilucién de LGH.

Las condiciones experimentales éptimas (D=0,89) para la extraccién fueron; relacién
material vegetal/solvente 75 mg mL?, LGH sin diluir y tiempo de ultrasonido 42 minutos. Con
el fin de validar los resultados, se llevaron a cabo tres experimentos adicionales utilizando las
condiciones 6ptimas. De ésta manera se confirmaron las condiciones éptimas de extraccion.
Es necesario resaltar que, el uso de herramientas quimiométricas contribuye a enverdecer
el desarrollo de un método, debido a que reduce el nimero de experimentos (disminuyendo

la cantidad de solvente utilizado y residuo generado, tiempo y consumo energético).
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Figura 3.3. Grafico de superficie-respuesta correspondiente a la funcién deseabilidad al
optimizar la dilucion de LGH vy la relacién material vegetal/solvente, manteniendo constante

el tiempo de extraccion en su valor dptimo (42 min).

Finalmente, se calcularon los PPs para el procedimiento propuesto alcanzando un total de
4,01 (Tabla 3.3) encontrandose entre los valores mas bajos calculados. Por lo tanto, la
metodologia optimizada se aplicd para obtener los bioextractos (a partir de L. divaricata,
L.cuneifolia, T. vulgaris y O. vulgare) caracterizados posteriormente en éste capitulo, asi
como también los extractos acuosos y metandlicos que se utilizaron para comparar la

eficiencia de LGH como solvente.

3.3.3 Caracterizacién de los extractos

3.3.3.1 Compuestos fendlicos totales y capacidad antioxidante

La técnica de Folin-Ciocalteu es ampliamente usada para estimar el contenido de
polifenoles totales (TPC) en extractos de plantas. Por esto, se utilizd para comparar el TPC de
los extractos obtenidos en los tres solventes seleccionados (agua, metanol y LGH), a partir

de las cuatro plantas medicinales.
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Los resultados revelaron diferencias significativas entre los diferentes solventes utilizados.
Cémo puede verse en la Figura 3.4, los extractos acuosos mostraron los valores mas bajos
de TPC para todas las plantas bajo estudio. Interesantemente, los bioextractos en LGH,
presentaron una mejor o similar performance cuando se compararon con los extractos
metandlicos. Al comparar entre los bioextractos de las plantas estudiadas, es posible

observar que el de T. vulgaris presentd los valores mas bajos de TPC.

GAE pg mL ! de extracto

L. divaricata L. cuneifolia T. vulgaris 0. vulgare

B o B veon

. Hz0

Figura 3.4. Contenido de polifenoles totales (GAE ug mL?) de los extractos al 5 % de plantas
obtenidos con diferentes solventes (MeOH, H,O y LGH). Letras distintas indican diferencias

significativas para test de Tukey (a < 0,05).

Numerosos reportes han demostrado que aquellas plantas que presentan un elevado
contenido de fenoles también poseen una alta capacidad antioxidante [29, 30]. Esta
propiedad hace referencia a la capacidad de secuestrar radicales libres impidiendo que estos
ocasionen dafios celulares. En los seres humanos existen procesos fisioldgicos que generan
radicales libres, los cuales pueden causar dafios oxidativos afectando a proteinas, lipidos
entre otros. Es por esto que la actividad antioxidante se asocia directa o indirectamente a las
propiedades que poseen algunos extractos de plantas de reducir el riesgo de enfermedades

cardiovasculares, envejecimiento celular, cancer, entre otros [31-33].
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En general, los métodos para determinar la capacidad antioxidante de los extractos de
plantas pueden desactivar los radicales libres por dos mecanismos: basados en la reaccion
de transferencia simple de electrén (SET) y basados en la transferencia de un atomo de
hidrégeno (HAT) [34]. Por lo tanto, para evaluar la capacidad antioxidante se seleccionaron
dos técnicas que involucran mecanismos distintos, DPPH* basado en SET y el test de ABTS

gue es basado en ambos mecanismos, SET y HAT (Figura 3.5).

Los resultados demostraron que para los dos métodos estudiados, los bioextractos en
LGH presentaron mejor o similar actividad antioxidante que los extractos metandlicos
mientras que los extractos acuosos presentaron los valores menores. Notablemente, los
extractos de plantas que presentaron mayores TPC (L. divaricata, L. cuneifolia y O. vulgare),
mostraron los porcentajes mas elevados de capacidad antioxidante, siendo el extracto de T.
vulgaris, el que mostré los valores menores. Esto se encuentra en concordancia con estudios
previos que reportan correlaciéon positiva significativa entre el TPC y la capacidad

antioxidante [4, 35, 36].
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L. divaricata L. cuneifolia T. vulgaris 0. vulgare
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Figura 3.5. Capacidad antioxidante de diluciones de los extractos (2,5 %) de plantas obtenidos
en diferentes solventes, determinada por los métodos DPPH* (A) y ABTS (B). Letras distintas

indican diferencias significativas para test de Tukey (a < 0,05).

3.3.3.2 Determinacion de compuestos fendlicos por HPLC-DAD

Luego de determinar la capacidad antioxidante y el contenido de fenoles totales de los
extractos, se procedid a la determinacién de compuestos fendlicos por HPLC-DAD. Los
fenoles Caf, Fer, Ros, Cat, Cin, Tyr, Nar, Api, Quer, Lut, NDGA y Rut fueron seleccionados por
su conocida presencia en el reino vegetal y teniendo en cuenta su diferente naturaleza
quimica, polaridad y tamafio (Figura 1.2, Capitulo 1) [15, 37, 38]. Para su determinacién, se

desarrollé un procedimiento cromatografico mediante una optimizacion one-at-a-time. Se

96



evaluaron las siguientes variables: composicion de fase movil y gradiente, temperatura vy
longitudes de onda de deteccion. Las condiciones éptimas se describen en la Seccion 3.2.3.3,

las cuales permitieron separar a los fenoles en 20 minutos.

En una primera etapa, al tratarse de un solvente nuevo, se trabajé no solo en el desarrollo
del procedimiento cromatdégrafico; sino que también se evallo el comportamiento del
solvente eutéctico bajo este sistema de separacion y deteccion. En este sentido, se

analizaron los parametros analiticos de los estandares y los tiempos de retencién.

Las figuras de mérito de los estandares en LGH se muestran en la Tabla 3.6. Para todos los
analitos bajo estudio, los coeficientes de correlacién fueron > 0,987 y presentaron un
intervalo de linealidad desde el valor de LOQ hasta al menos 50 ug mL™ . Los limites de
deteccidon (LODs) y cuantificacidon (LOQs) se evaluaron en funcidn de la relacion sefial/ruido

(S/N) 3 0 10 respectivamente.

Tabla 3.6. Figuras de mérito para compuestos fendlicos en LGH.

Compuestos Tiempo de Curva de calibrado R2 LOD* LoQ"
fendlicos retencion (min)

Tyr 5,323 y=0,0381x—-0,0211 0,999 0,071 0,236
Cat 5,947 y =0,0253x + 0,0053 0,994 0,079 0,263
Cin 12,390 y=0,4627x - 0,389 0,999 0,003 0,011
Nar 15,307 y=0,2191x-0,1884 0,999 0,002 0,008
Caf 6,857 y=0,2437x+0,0043 0,998 0,011 0,038
Fer 9,273 y =0,5662x - 0,8642 0,997 0,004 0,013
Ros 10,837 y=0,1122x-0,1914 0,990 0,016 0,053
Api 15,850 y =0,1445x - 0,1242 0,989 0,002 0,005
Rut 8,463 y =0,0822x - 0,0573 0,991 0,011 0,037
Quer 13,447 y=0,0132x + 0,0067 0,987 0,098 0,328
Lut 13,793 y=0,1428x - 0,2661 0,994 0,009 0,032
NDGA 17,327 y=0,0316x-0,0374 0,996 0,041 0,137

*LOD y LOQ expresados en ug mL™

97



La compatibilidad cromatografica del solvente eltectico se evalud analizando los tiempos
de retencion de los compuestos fendlicos. La Figura 3.6 demuestra que al comparar el
cromatograma de estandares en LGH, con los obtenidos en MeOH y H,0, no se observaron

desplazamientos.
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° ¥ 18 20

Tiempo (min)
Figura 3.6. Cromatogramas de estandares de compuestos fendlicos (5 ug g™) en LGH, H,0 y
MeOH a 280 nm. Tyr (1), cat (2), caf (3), rut (4), fer (5), ros (6), cin (7), quer (8), lut (9), nar
(10), api (11), NDGA (12).

Posteriormente, se llevé a cabo una segunda etapa con el propdsito de evidenciar el
potencial de LGH como extractante de compuestos fendlicos a partir de matrices vegetales.
Para ello se evallo su eficiencia de extraccién frente a los solventes tradicionales H,O y
MeOH. LGH mostrd una performance satisfactoria permitiendo extraer compuestos polares
como asi también de baja polaridad partir de L. cuneifolia, L. divaricata, T. vulgaris y O.

vulgare (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Eficiencia de extraccidn (%) de los diferentes solventes (H,O, MeOH y LGH) para

A: L. divaricata, B: L. cuneifolia, C: T. vulgaris y D: O. vulgare.

Analizando los resultados obtenidos, se pudo observar que para las especies de Larrea los
solventes LGH y MeOH permitieron obtener extractos con mayor nimero de compuestos
fendlicos al compararlos con los respectivos extractos acuosos. Ademas, para aquellos

compuestos polares como Caf y Fer, LGH demostro rendimientos comparables a H,0.

El extracto acuoso de T. vulgaris no presentd ninguno de los compuestos bajo estudio,
mientras que para O. vulgare, H,0 permitié extraer Unicamente Caf. Para ambas plantas LGH

y MeOH demostraron eficiencias similares.

Reportes previos han destacado la habilidad de los NADES para la extraccién de compuestos
de distinta polaridad. Wang y colaboradores [39] disefiaron un NADES compuesto por
xilitol:glicerol:D (-) fructosa, que permitié extraer cinco biocompuestos de diferente
naturaleza a partir de Ficus carica L. con rendimientos mayores a metanol. Dai vy

colaboradores [5] evaluaron la estabilidad de moléculas poco solubles en agua entre ellas
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rutina, cartamina, quercetina y DNA demostrando un gran aumento en la solubilidad para

las distintas combinaciones de NADES estudiadas.
3.3.3.2.1 Pardmetros analiticos

3.3.3.2.1.1 Efecto matriz

Una vez obtenidas las condiciones cromatograficas o&ptimas, comprobada la
compatibilidad de LGH con el sistema de separacién y deteccién; y demostrada la eficiencia
de extraccidon del eutéctico, se realizaron estudios de efecto matriz de las muestras. La
determinacion de este parametro es importante para una correcta cuantificacion, debido a
que la respuesta obtenida a partir de una solucion estandar puede diferir significativamente

cuando se introduce en matrices complejas [40].

Para evaluar el efecto matriz se comparo la sefial de los analitos en soluciones estandares
(solvente puro) con la sefial de los mismos en las matrices bajo estudio. Con este fin, se
prepararon curvas de calibrado en LGH y en los 4 bioextractos en un rango de concentracion
de 5—25 ug mL™. Para realizar las curvas en matriz, el material vegetal fue fortificado previo
a la extraccién. El efecto matriz puede calcularse como el porcentaje del cociente de las
pendientes de las curvas de calibrado entre las muestras fortificadas y el solvente puro (Eqg.

8), indicando de esta forma si existe un efecto supresor o de exaltacion en la sefial.
Efecto Matriz (%) = 100 — [(*2£) x 100] (8)

donde; bmr es la pendiente de la curva de las muestras fortificadas, bs es la pendiente de la

curva en solvente puro.

Analizando los resultados obtenidos, se observd que las diferentes matrices causan
cambios en las pendientes y ordenadas al origen de las curvas de calibrado. Este
comportamiento es atribuido a errores causados por los componentes de la propia matriz
[40]. Para los cuatro bioextractos bajo estudio se pudieron observar efectos en el intervalo

de 24-100 %. En la Figura 3.8 se muestran los calibrados para acido cafeico en el bioextracto
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de L. divaricata (efecto matriz de 5 %) y para acido ferulico en L. cuneifolia (efecto matriz de
52 %). De acuerdo a lo anteriormente mencionado, la cuantificacion se llevod a cabo siguiendo
el método del agregado patron. Por otro lado, se pudo comprobar que la matriz no generd

diferencias en los tiempos de retencién de los compuestos fendlicos detectados en ninguna

de las muestras.
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Figura 3.8. Efecto de matriz, A: 4cido cafeico (bioextracto de L. divaricata) y B: acido ferulico

(bioextracto de L. cuneifolia).

3.3.3.2.1.2 Figuras de mérito

Las figuras de mérito para los compuestos fendlicos determinados en cada matriz se
presentan en la Tabla 3.7. Los limites de deteccién (LODs) y cuantificacion (LOQs) fueron
evaluados en funcién de la relacion sefial/ruido (S/N) 3 o 10 respectivamente. Los

coeficientes de correlacion fueron satisfactorios.

Con el fin de estimar la robustez del método se evallo la reproducibilidad inter-dia, tanto
para los tiempos de retencion (tR) como para las areas. Para ello, las muestras fueron
fortificadas previo al proceso de extraccion (5, 15 and 25 pg mL™). Se realizaron tres

extracciones de cada muestra adicionada. Los resultados de reproducibilidad se encontraron

entre 0,051y 9,717 %.
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Tabla 3.7. Parametros analiticos para compuestos fendlicos en los distintos bioextractos.

Reproducibilidad

Comp/u.estos tR (min) Curva de calibrado R? LOD* LOQ* (RSD %)
fendlicos .
tR area
Caf 6,844 y=0,2262x - 0,0538 0,997 0,014 0,018 0,034 9,717
L. divaricata Nar 15,299 y=0,1885x + 00,4288 0,991 0,007 0,024 0,011 0,834
NDGA 17,326 y=0,0173x +0,0062 0,999 0,161 0,538 0,026 0,702
Caf 6,851 y =0,2435x - 0,2806 0,982 0,002 0,005 0,025 1,053
Fer 9,271 y=0,2448x + 00,1804 0,981 0,009 0,043 0,019 0,051
L. cuneifolia Ros 10,789 y=0,1181x+0,0712 0,999 0,028 0,093 0,016 0,053
Quer 13,432 y =0,018x + 0,0407 0,979 0,094 0,314 0,013 2,867
NDGA 17,329 y=0,0173x + 0,0364 0,999 0,050 0,165 0,010 1,217
Caf 6,849 y =0,2235x - 0,0237 0,988 0,007 0,024 0,025 0,314
T. vulgaris Ros 10,814 y =0,2318x + 2,6942 0,925 0,001 0,004 0,047 1,129
Nar 15,301 y=0,2527x-0,4186 0,999 0,008 0,028 0,011 0,231
Api 15,844 y=0,1141x - 0,1578 0,987 0,013 0,044 0,015 5,749
Tyr 5,351 y =0,0512x - 0,0401 0,999 0,025 0,084 0,032 0,272
O. vulgare Caf 6,850 y =0,2188x + 0,4567 0,975 0,016 0,054 0,044 3,239
Ros 10,805 y =1,0065x +1,0767 0,984 0,003 0,010 0,063 0,392

* LODy LOQ expresados en pg mL*
tR: tiempo de retencién
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Finalmente, para determinar la exactitud del método se llevé a cabo el estudio de
recuperacion. Con la metodologia propuesta se analizd el contenido de fenoles en seis
porciones de bioextracto vegetal. Las concentraciones medias determinadas para cada
compuesto fueron tomadas como valor base. Posteriormente, se afladieron concentraciones
conocidas de los analitos en tres niveles de concentracion (5, 15 y 25 pg mL*?) a cuatro
muestras de extracto vegetal y los fenoles se determinaron siguiendo el mismo
procedimiento. Los resultados para 25 pug mL™' se muestran en la Tabla 3.8, como puede
observarse, los valores de recuperacion obtenidos resultaron satisfactorios observandose

entre 90-115 % para los compuestos bajo estudio.

Tabla 3.8. Estudio de recuperacion de compuestos fendlicos en los bioextractos.

Concentracion  Concentracidon  Concentracion  Recuperacion

base agregada obtenida (%)
L. divaricata Nar 2,232 25 29,329 108,390
Caf 2,940 25 27,394 97,816
NDGA 86,944 25 110,349 93,618
L. cuneifolia Caf 7,649 25 30,719 92,283
Fer 12,130 25 38,668 106,154
Ros 111,426 25 139,958 114,127
Quer 170,630 25 198,748 112,474
NDGA 79,174 25 106,464 109,162
T. vulgaris Caf 17,795 25 42,040 96,980
Nar 8,970 25 32,442 93,886
Api 8,595 25 31,547 91,807
O. vulgare Tyr 29,696 25 53,781 96,341
Caf 0,404 25 25,765 101,443
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3.3.3.2.2 Determinacion de fenoles en los bioextractos

El procedimiento cromatografico desarrollado se aplicd a la determinacion de
compuestos fendlicos en los bioextractos (L. divaricata, L. cuneifolia, T. vulgaris y O. vulgare)

obtenidos mediante la metodologia mediada por NADES-UAE previamente optimizada.

Los cromatogramas demostraron diferencias en los perfiles entre los bioextractos de las
4 plantas evaluadas (Figura 3.9). Asimismo, al analizar los resultados obtenidos, se
observaron diferencias tanto cualitativas como cuantitativas entre los bioextractos en su
contenido de fenoles (Tabla 3.9). Entre los compuestos evaluados, el acido cafeico fue el

Unico determinado en todos los bioextractos.

Los bioextractos de L. cuneifolia y L. divaricata presentaron como compuesto mayoritario
a NDGA; de acuerdo con reportes previos este compuesto es representativo de las especies
de Larrea [11, 15]. Cabe destacar que entre ambas especies del género Larrea se observaron
diferencias en los fenoles encontrados, siendo quercetina, y los dcidos rosmarinico y ferulico
encontrados Unicamente en el bioextracto de L. cuneifolia, mientras que naringenina solo se

detectd en L. divaricata.

En los bioextractos de T. vulgaris y O. vulgare, el compuesto mayoritario fue Ros, el cual
es caracteristico de plantas que pertenecen a la familia de las Lamidceas [37, 41]. La
concentracion del mismo fue mayor en el bioextracto de orégano. De acuerdo a los
resultados obtenidos en las secciones anteriores, este bioextracto fue también el que
presentd mayor contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante al compararlo con

tomillo.

Interesantemente, ambos biocompuestos mayoritarios (Ros y NDGA) han sido reportados

por su elevado poder antioxidante y por sus propiedades antimicrobianas [42-44].
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Tabla 3.9. Concentracion de compuestos fendlicos en los bioextractos (ug mL™).

Compuestos Bioextractos?
fendlicos L. cuneifolia L. divaricata T. vulgaris O. vulgare

Quer 170,980 £ 4,966 n.d n.d n.d
Caf 7,649 + 0,068 2,200+ 0,037 17,795 £0,056 0,49+0,11
Fer 12,130 £ 0,007 n.d n.d n.d
Ros 111,426 £ 0,059 n.d 43,002 £ 0,617 137,563 £ 0,543
Nar n.d 1,833 £ 0,037 8,970+ 0,017 n.d

NDGA 8125,694 £ 70,093  8304,123 + 58,258 n.d n.d
Tyr n.d n.d n.d 29,70+ 0,08
Api n.d n.d 8,595+ 0,415 n.d

nd: no detectado
?media * error estandar (n = 3)

La presencia de naringenina y acido cafeico fue reportada en extractos acuosos de L.

divaricata por Boiteux y colaboradores [13]. Adem3s estos autores determinaron quercetina,

luteonina y los acido cinamico y vanillico en este extracto. En L. cuneifolia, Valesi y

colaboradores [45] identificaron la presencia de metil-ésteres de quercetina y kaempferol en

un extracto 80 % acuoso metandlico.

Previos reportes demostraron la presencia tanto de acido rosmarinico como de acido

cafeico en extractos de O. vulgare [37]. En concordancia con los resultados obtenidos, Aguilar

y colaboradores [46] demostraron la presencia de naringenina, apigenina y el acido

rosmarinico en extractos de tomillo.
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Figura 3.9. Cromatogramas de los bioextractos obtenidos a 280 nm . A: L. divaricata (1: Caf,
2: Nar, 3: NDGA) y B: L. cuneifolia (1: Caf, 2: Fer, 3: Ros, 4: Quer y 5: NDGA).

3.3.3.3 Determinacion de alcaloides por HPLC-DAD

La mayor parte de los reportes acerca de la aplicacion de los NADES como extractantes
estd destinada a la extraccion de compuestos fendlicos (fenoles simples, flavonoides,
antocianinas). Sin embargo, su aplicacion para extraer otros compuestos bioactivos tales
como alcaloides, compuestos volatiles o terpenos; aun es un area poco explorada. La
extraccion de alcaloides mediada por solventes eutécticos fue reportada por primera vez en
2016 por Duan y colaboradores [47]. Estos autores evaluaron distintas combinaciones de

DES y NADES para la extraccion de alcaloides isoquinolinicos a partir de matrices vegetales,
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demostrando una mayor eficiencia de extraccion para las combinaciones eutécticas basadas

en acidos carboxilicos cuando se las comparo con metanol.

En este contexto, se propuso evaluar la capacidad de LGH para solubilizar y extraer
alcaloides. Para ello se seleccionaron seis alcaloides: harmalina, teofilina, teobromina,
piperina y cafeina (Figura 1.3, Capitulo 1), que fueron elegidos en base a reportes previos

gue demuestran su presencia en plantas y su bioactividad [48-50].

En primer lugar, se desarrolld un procedimiento cromatografico para la determinacion de
los alcaloides. Se evaluaron las siguientes variables utilizando una optimizacion one-at-a-
time: composicion de fase movil y gradiente, temperatura y longitudes de onda de deteccidn.
Los alcaloides fueron separados en 12,5 minutos y las condiciones dptimas se describen en

la Seccion 3.2.4.4.

Los parametros analiticos de los estdandares en LGH se muestran en la Tabla 3.10. Para
todos los analitos bajo estudio, los coeficientes de correlacion fueron > 0,9816. Se evaluaron
los tiempos de retencion y se los compard con los observados para los solventes
tradicionales. Al igual que el comportamiento observado para fenoles, los tiempos de
retencién de los estandares en LGH no presentaron desplazamientos al compararlos con los

registrados para MeOH y H,O (Figura 3.10).

Tabla 3.10. Pardmetros analiticos para los estdandares en LGH.

Alcaloide Tiempo de Curva de calibrado R2 LOD* LOQ*
retencién (min)

Teob 2,610 y=0,0111x + 0,03 0,9816 0,011 0,037

Teof 3,207 y=0,0957x-0,0285 0,9994 0,003 0,009

Cafe 3,750 y =0,0459x + 0,001 0,9993 0,003 0,009

Pip 10,793 y =0,0908x - 0,0067 0,9987 0,002 0,007

Harm 4,470 y=0,0945x-0,0531 0,9996 0,001 0,004

*LOD y LOQ expresados en ug mL*
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Figura 3.10. Cromatogramas de estandares de alcaloides (5 pug g7!) en LGH, H20 y MeOH a

280 nm. Teob (1), Teof (2), Cafe (3), Harm (4), Pip (5). Tanto Harm como Pip no se muestran

en su maxima longitud de onda.

Luego, una vez desarrollado el procedimiento cromatografico, se procedid a evaluar la
eficiencia del solvente verde para la extraccion de alcaloides a partir de matrices vegetales
(L. divaricata, L. cuneifolia, T. vulgaris y O. vulgare). Para ello, se compararon los bioextractos

con extractos obtenidos en solventes tradicionales (H20 y MeOH).

108



>
w
g]

1004

= _ __ 100
] x 5
= 4 =
s il S o
S 3 o
g 60+ g T 604
x 3 3 b
3 (9] o]

] o
- 4 - L 404
ol © ]
E 20 g 2
] i S S 201
= S S c
w 0- o b 0-

Teof Pip Teof Pip Pip

B weH B weon B +o

Figura 3.11. Eficiencia de extraccién (%) de los diferentes solventes para A: L. divaricata,

B: L. cuenifolia, C: T. vulgaris.

Los resultados demuestran diferencias significativas entre los solventes bajo estudio
(Figura 3.11). Como puede observarse en la Figura 3.11, piperina se determind en los
extractos de L. divaricata, L. cuneifolia y T. vulgaris obtenidos tanto con LGH como con
MeOH, mientras que no se detectd en los acuosos. Estos resultados estan de acuerdo a lo
reportado por Zarai y colaboradores [50], quienes evaluaron la extracciéon de piperina con
distintos solventes organicos y con agua, demostrando para metanol y etanol rendimientos

significativamente mayores al compararlos con los extractos acuosos.

Por otro lado, teofilina fue encontrada en ambas especies de Larrea siendo la eficiencia
de extraccion de LGH y H,0O notablemente superior a metanol. Teofilina es un alcaloide
soluble en agua, presente en las infusiones de Camelia sinensis (té) y de distintas especies de

llex spp (yerba mate) entre otras plantas [51, 52].

Cabe destacar que los tres extractos de orégano (LGH, MeOH y H,0), no presentaron
ninguno de los alcaloides estudiados. Para el extracto acuoso de tomillo se observé el mismo

comportamiento; sin embargo, MeOH y LGH permitieron determinar piperina como se

menciond previamente.

109



3.3.3.3.1 Pardmetros analiticos

3.3.3.3.1.1 Efecto matriz

Una vez obtenidas las condiciones cromatograficas dptimas se determind el efecto matriz
de las muestras. El mismo se evallo siguiendo el procedimiento descripto en la Seccién

3.3.3.2.1.1 para fenoles y calculado segun la Eqg. 8.

En la Figura 3.12 se muestran los calibrados para teofilina en el bioextracto de L. cuneifolia
(efecto matriz 7 %) y piperina en el de L. divaricata (efecto matriz 33 %). Analizando los
resultados obtenidos, se pudo observar que los bioextractos de L. cuneifolia y T. vulgaris
presentaron un efecto matriz menor al 15 %. Sin embargo, el efecto matriz para L. divaricata
fue mayor a 30 % para los dos compuestos detectados. De acuerdo a esto, se empled el
método de agregado patron para todas las muestras. Al igual que para la determinacién de
compuestos fendlicos, no se observaron diferencias en los tiempos de retencion de los

alcaloides detectados en ninguna de las muestras.
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Figura 3.12. Efecto de matriz, A: teofilina (bioextracto de L. cuneifolia.) y B: piperina

(bioextracto de L. divaricata).
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3.3.3.3.1.2 Figuras de mérito

Las figuras de mérito para los alcaloides determinados en cada matriz se presentan en la
Tabla 3.11. Los coeficientes de correlacidn fueron mayores a >0,974. Los limites de deteccion
(LODs) y cuantificacion (LOQs) fueron evaluados en funcién de la relacion sefial/ruido (S/N)

3 0 10 respectivamente.

Con el fin de estimar la robustez del método se evallo la repetibilidad intra-dia, tanto para
los tiempos de retencion (tR) como para las areas. Para ello, las muestras fueron fortificadas
previo al proceso de extraccidn (5, 25 y 50 pg mL™), tres extracciones de la misma muestra

adicionada fueron llevadas a cabo antes del proceso cromatografico.

Tabla 3.11. Figuras de mérito para alcaloides en los distintos bioextractos.

R Reproducibilidad

Bioextractos ALC (min) Curva de calibrado R? LOD* LOQ* (RSD %)

tR area
L. divaricata  Teof 3,192 y=0,062x+0,5494 0,982 0,023 0,078 0,090 1,019

Pip 10,770 y=0,061x+0,2391 0,974 0,024 0,081 0,054 0,952

L. cuneifolia  Teof 3,189 y=0,089%x-0,2965 0,994 0,025 0,082 0,091 0,194
Pip 10,779 y=0,0851x+0,0509 0,981 0,021 0,069 0,102 1,163

T. vulgaris Pip 10,797 y=0,0796x-0,0995 0,998 0,008 0,027 0,033 0,484

ALC: Alcaloides, tR: tiempo de retencion, *LOD y LOQ expresados en pg mL?

Luego, para determinar la exactitud del método se llevd a cabo el estudio de
recuperacion. Con la metodologia propuesta se analizd el contenido de alcaloides en seis
porciones de extracto vegetal. Las concentraciones medias determinadas para cada
compuesto fueron tomadas como un valor base. Posteriormente, se afiadieron tres
concentraciones conocidas (5, 15y 25 ug mL™) de los analitos a cuatro muestras de extracto
vegetal y los alcaloides se determinaron siguiendo el mismo procedimiento. Los porcentajes
de recuperacién para 25 pg mL*se muestran en la Tabla 3.12, como puede verse, los valores

resultaron satisfactorios, con porcentajes comprendidos entre 80y 120 %.
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Tabla 3.12 Estudio de recuperacion de alcaloides en los bioextractos

Concentracion  Concentracidn  Concentracion

Recuperacion

base* agregada* encontrada* (%)
L. divaricata Teof 24,730 25 54,689 119,837
Pip 44,844 25 69,459 98,461
L. cuneifolia Teof 66,006 25 86,118 80,449
Pip 33,129 25 56,470 93,366
T. vulgaris Pip 2,531 25 24,866 89,342

* Concentraciones expresadas en pug mL*?

3.3.3.3.2 Determinacion de alcaloides en los bioextractos.

El procedimiento cromatografico se aplicd para la determinacién de alcaloides en los

bioextractos (L. divaricata, L. cuneifolia, T. vulgaris y O. vulgare) obtenidos mediante la

metodologia mediada por NADES-UAE previamente optimizada (Figura 3.13).

Como puede observarse en la Tabla 3.13, las especies de Larrea presentaron diferencias

en su contenido entre los alcaloides bajo estudio. El compuesto mayoritario en L. cuneifolia

fue Teofilina mientras que para L. divaricata fue piperina. Este compuesto fue el Unico

encontrado en T. vulgaris, mientras que de los alcaloides estudiados ninguno fue detectado

en O. vulgare.

Tabla 3.13. Contenido de alcaloides en los bioextractos (ug g ).

Bioextracto?

Alcaloides
L. divaricata L. cuneifolia T. vulgaris O. vulgare
Teof 24,730+ 0,342 66,005+ 0,122 n.d n.d
Pip 44,844 + 0,464 33,128 £+ 0,392 2,531 40,006 n.d
Harm n.d n.d n.d n.d
Teob n.d n.d n.d n.d
Cafe n.d n.d n.d n.d

n.d: no detectado.

@ media + error estandar (n = 3).
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Si bien existen reportes acerca de la composicién fendlica de las plantas bajo estudio, no
se encontraron estudios previos acerca de la presencia de alcaloides. Teofilina es un alcaloide
gue si bien se encuentra principalmente en té y yerba mate, también estd presente en otras
especies vegetales. Soto y colaboradores demostraron la presencia de este alcaloide en
polen, néctar y flores de cebolla [48]. Por otro lado, piperina es caracteristica de plantas de
la familia Piperaceae, a las cuales pertenece Piper nigrum (pimienta) [50], la cudl ha sido

reportada en plantas de otras familias como Ludwigia hyssopifolia [49].

]

Tiempa (min)

Tiempo (min)

Tiempo (min}
Figura 3.13. Cromatogramas de los bioextractos, A: L. divaricata (1: Teof, 2: Pip), B: L.

cuneifolia; obtenidos a 280 nmy C: T. vulgaris (1: Pip) a 320 nm.
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3.4 Conclusiones parciales

En este capitulo, se optimizd un procedimiento de extraccion mediado por ultrasonido y
solventes verdes para la extraccion de compuestos fendlicos a partir de matrices vegetales.
La metodologia, evaluada segun el Certificado Verde, presentd bajos puntos de penalidad

demostrando su sustentabilidad.

El procedimiento se aplicd satisfactoriamente a la extraccion de compuestos fendlicos a
partir de L. divaricata, L. cuneifoilia, T. vulgaris y O. vulgare. Se caracterizé a LGH en términos
de su eficiencia de extraccion. El solvente disefiado, demostrd excelente capacidad para
extraer compuestos fendlicos polares como asi también de baja polaridad.
Interesantemente, LGH permitié la determinacion de alcaloides en los extractos. Como se
establecio, existen escasos reportes acerca de la extraccion de alcaloides mediada por
NADES, por lo que estos resultados contribuyen a extender las aplicaciones de estos sistemas

eutécticos.

Se desarrollaron metodologias por HPLC-DAD para determinar fenoles y alcaloides en los
extractos. En una primera etapa, la evaluacién del comportamiento de soluciones estandares
en LGH y su comparacion con solventes tradicionales, permitié demostrar la compatibilidad

del NADES con este sistema de separacion y deteccidn.

Considerando el comportamiento satisfactorio del solvente eutéctico, se seleccionaron
los bioextractos obtenidos con LGH para su caracterizacién. Los resultados mostraron
diferencias en el contenido de fenoles entre las plantas, siendo el acido cafeico el Unico
compuesto presente en todas las plantas bajo estudio. La metodologia permitidé determinar
NDGA en los extractos de Larrea; compuesto caracteristico de estas especies, mientras que
los extractos de T. vulgaris y O. vulgare presentaron elevadas concentraciones de acido
rosmarinico, compuesto caracteristico de la familia Lamidceas a la cual pertenecen.
Asimismo, se determinaron los alcaloides teofilina y piperina en los extractos de Larreas y
solamente piperina en el de T. vulgaris. Cabe destacar que no existen reportes acerca de la

evaluacion de alcaloides en estas plantas.
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CAPITULO 4

CAPACIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS BIOEXTRACTOS Y
ELABORACION DE FORMULACIONES TOPICAS



“La normalidad es un camino pavimentado,
es comodo para caminar,

pero no crecen flores en el”

Vincent Van Gogh



CAPITULO 4
Capacidad antimicrobiana de los extractos y elaboracion de formulaciones topicas

4.1 Introduccién

Entre los principales patdgenos dérmicos se encuentran las especies del género Candida,
siendo C. albicans la de mayor prevalencia a nivel mundial causando una elevada tasa de
mortalidad [1]. Las infecciones producidas por este patdégeno, conocidas como candidiasis,
afectan predominantemente la piel y mucosas (oral y vaginal), mientras que en pacientes
inmunocomprometidos pueden generar serias infecciones sistémicas [2, 3]. El tratamiento
convencional para candidiasis consiste en la utilizacion de un limitado nimero de agentes
antifungicos, principalmente azoles, los cuales causan diversos efectos secundarios que
limitan la cantidad y frecuencia de las dosis. Ademas, el uso extensivo de antimicdticos, ha
llevado a la seleccion de cepas resistentes a ellos [2]. Sumado a esto, es importante destacar
qgue en el caso de infecciones dérmicas, las recaidas debido a éste patdgeno son muy
frecuentes [4]. En este contexto, el desarrollo de nuevos agentes antifungicos para el control
de C. albicans representa no sélo un gran desafio, sino también una necesidad apremiante

(5, 6].

A lo largo de la historia, las plantas medicinales se han utilizados por sus propiedades
antimicrobianas para el tratamiento de enfermedades causadas por diversos patdgenos. En
el caso de las infecciones generadas por C. albicans, estudios previos demuestran la
posibilidad de utilizar preparados fitoterapicos para su control y tratamiento [7, 8]. Esto abre
posibilidades interesantes para el desarrollo de nuevas formulaciones antifungicas como

alternativa a la terapia convencional.

En este Ultimo capitulo, se propuso desarrollar formulaciones antifliingicas incorporando
como ingrediente activo a los bioextractos obtenidos y caracterizados previamente. Con este
fin, se propuso evaluar en primer lugar la actividad antimicrobiana de Larrea divaricata,
Larrea cuneifolia, Thymus vulgaris y Origanum vulgare frente a Candida albicans utilizando

el método disco de difusion. Luego, se seleccionaron los extractos con mayor accién
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antifingica y se cuantificod su actividad, determinando la concentracion minima inhibitoria
mediante el método de macrodilucion. Con el propdsito de identificar los metabolitos
responsables de las propiedades antifungicas de los extractos, se decidid evaluar la accion
de los compuestos individuales determinados en el Capitulo 3 frente al patdgeno.
Finalmente, los bioextractos se incorporaron en formulaciones tépicas. Estas se evaluaron

en términos de parametros fisicos y capacidad antimicrobiana.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Reactivos y equipamiento

En este capitulo, se emplearon algunos de los reactivos y equipamiento detallados en el
Capitulo 2 y 3; asi como también se utilizd el mismo procedimiento para la preparacion de
soluciones de estandares.

Para los ensayos de actividad antimicrobiana, se utilizd agar Mueller Hinton y agar sabouraud
glucosado obtenidos de Laboratorios Britania S.A. (Bs.As. Argentina) y caldo trypto-caseina
soja (Biokar, France). Para la preparacion de las formulaciones se utilizd crema base para
hidroguinona, silicona 344 (Ssa4) y silicona 1000 (S1000) obtenidas de Laboratorios Parafarm

(Saporiti, Buenos Aires).

4.2.2 Microorganismos

Candida albicans fue obtenida del drea de Dermatologia del Hospital Lagomaggiore
(Mendoza, Argentina). El patdgeno fue cultivado en agar sabouraud glucosado por 24 horas
a 35 °C (Figura 4.1). Luego, se prepard una suspension en solucion salina estéril (cloruro de

sodio 0,9 %) y se ajustd a 0,5 en la escala de Mc Farland.
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Figura 4.1. Colonias brillantes de color blanco o ligeramente beige, correspondientes a

Candida albicans.

4.2.3 Capacidad antimicrobiana frente a Candida albicans

4.2.3.1 Evaluacion mediante disco de difusion

El ensayo de disco de difusidn se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones de la CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute), documento M44-A2 [9]. Para lo cual, se prepard
agar Mueller-Hinton suplementado con 10 % de solucidn de azul de metileno (5 mg mL?) y
2 % de glucosa (MHA). Este medio de cultivo se esterilizd y se incorpord en cajas de Petri (15
cm). Luego de enfriarse, las placas se inocularon con la suspension de C. albicans (Secciéon
4.2.2). Asimismo, se impregnaron discos de papel de filtro estériles (9 mm de didmetro) con
15 pL de bioextracto (filtrado por 0,2 um) y se incluyeron como control discos de fluconazol
(25 pg por disco, Neo-sensitabsTM). Los discos se secaron por 5 minutos, y posteriormente
se colocaron en el medio MHA inoculado. Las placas se incubaron a 35 °C por 48 horas.
Transcurrido este periodo, las cajas se fotografiaron y se determind la actividad de los
extractos midiendo el didmetro de inhibicién del crecimiento microbiano utilizando el

programa aplicativo Axion Vision 4.8.

4.2.3.2 Concentracion minima inhibitoria

Con el fin de determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los bioextractos, se
utilizé el método de macrodilucion en caldo siguiendo el protocolo M27-A2 de la CLSI (Figura
4.2) [9]. Los bioextractos que presentaron mayor inhibicion en el ensayo de disco de difusién

fueron seleccionados para esta determinacién. Con este fin, se prepararon nueve diluciones
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seriadas del extracto entre 1,875y 75 mg mL ' en Caldo de Triptona Soja (TSB). La suspension
de C. albicans se diluyd 1:2000 en TSB. El ensayo se realizd de la siguiente forma: se
adicionaron 500 pL de cada dilucién del bioextracto a 4,5 mL de la macrodilucion del
patégeno y se incubaron por 48 h a 35 °C. Como control positivo se utilizé fluconazol (agente
antifungico) a 0,5y 400 pg mL™. Asimismo, se incluyd un control de solvente (LGH) para cada
dilucion evaluada con el fin de corroborar que este no presenta efecto antifungico. Ademas,
se realizd un control de medio de cultivo que permitid confirmar que el caldo permite el
crecimiento del patégeno y un control de esterilidad que valido el procedimiento de
esterilizacion. El ensayo se realizd por triplicado. La CMI se interpretd como la minima

concentracion a la cual el crecimiento es inhibido (considerando el primer tubo claro).

Finalmente, con el fin de evaluar el efecto fungicida o fungistatico de los bioextractos, la
suspension del primer tubo claro y de los dos tubos consecutivos (uno de concentracion
mayor y otro menor) se inocularon en placas de agar sabouraud glucosado y se incubaron a
35 °C por 24 h. Este ensayo se llevé a cabo por triplicado. Luego del periodo de incubacion

se fotografiaron las cajas, observando presencia o ausencia de crecimiento.

Diluciones del
Controles

bloextracto

DDDDD??EEDDDD

500 uL

i

Afadir 4,5 mL de la macrodilucién del patégeno
Incubar a35°C-48 hs

Figura 4.2. Esquema del ensayo de CMI, evaluando nueve diluciones de cada bioextracto. CE:
control de esterilidad, CS: control del solvente (se llevaron a cabo las mismas 9 diluciones de
LGH que las realizadas para los bioextractos), C+: control positivo (se llevd a cabo a dos

concentraciones 0,5y 400 ug mL?), CC: control de crecimiento.
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4.2.4 Elaboracion de formulaciones topicas

Para la preparacion de las formulaciones tépicas se mezcld crema base con diferentes
concentraciones de silicona y de bioextracto. La mezcla se agitd constantemente, a
temperatura ambiente, hasta completar la homogeneizacion. Las formulaciones obtenidas
se caracterizaron en términos de color, olor, consistencia, homogeneidad y extensibilidad. El
ensayo de extensibilidad se realizé siguiendo el método propuesto por De Paula vy
colaboradores [10]. Para ello, una cantidad determinada de crema (25 mg) se sometio a
presion, aplicando cuatro pesas de peso conocido (5; 2; 2y 5 g). Las pesas fueron agregadas
subsecuentemente sobre la muestra con intervalos de un minuto. El radio de expansion
alcanzado por la crema con cada pesa adicionada se midié en los 4 ejes (horizontales y
verticales). El resultado se expresé como el drea de expansion en funcion de la masa aplicada

siguiendo la ecuacion (Eg. 1):

s=%" (1)

donde, S: drea de extensibilidad (mm?) resultante del peso aplicado y d: es el promedio de

los didmetros alcanzados por la muestra (mm).

Con el propdsito de evaluar la actividad antimicrobiana de las formulaciones se aplicé el
método de disco de difusion descripto en la Seccion 4.2.3.1, con modificaciones. Para ello,
se inoculd el medio de cultivo con la suspensién de C. albicans. Posteriormente, se llevaron
a cabo perforaciones de 6 mm de didmetro en el agar y se rellenaron con cada formulacion
preparada. El ensayo se llevo a cabo por triplicado. Para determinar la eficacia de las cremas
evaluadas se midié el drea de inhibicién de crecimiento, utilizado el programa Axion Vision

4.8.
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4.3 Resultados

4.3.1 Evaluacion de la actividad antifungica

En primer lugar, se llevd a cabo el ensayo de disco de difusidn para estudiar la actividad
antimicrobiana de los bioextractos obtenidos en el capitulo anterior. Las dreas de inhibicién
de C. albicans mostraron diferencias entre las cuatro plantas bajo estudio (Figura 4.3). El
mayor area de inhibicién se observd para los extractos de L. divaricata y L. cuneifolia,
mientras que T. vulgarisy O. vulgare presentaron las menores inhibiciones. Cabe resaltar que
los resultados obtenidos en el capitulo 3, revelaron que los bioextractos de las especies de

Larrea poseen un elevado contenido de fenoles totales y capacidad antioxidante.

Figura 4.3. Actividad antimicrobiana de los bioextractos, mediante el ensayo de disco de

difusion. A: L. divaricata B: T. vulgaris, C: O. vulgare, D: L. cuneifolia, E: Fluconazol.

Las especies del género Larrea se han reportado previamente por sus interesantes
propiedades antimicrobianas. Extractos alcohdlicos de L. divaricatay L. cuneifolia mostraron
actividad frente a hongos filamentosos (Lenzites elegans, Schizophyllum commune,
Pycnoporus sanguineus, Ganoderma applanatum, Fusarium oxysporum, Penicillium
notatum, Aspergillus niger y Trichoderma spp) [11]. Zampini y colaboradores [12]

demostraron la actividad de extractos etandlicos de Larrea frente a bacterias resistentes a
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antibioticos. Mas recientemente, Moreno y colaboradores [13] reportaron la actividad de
extractos etandlicos secos de L. divaricata y L. cuneifolia frente a C. albicans.

Teniendo en cuenta tanto los resultados obtenidos, asi como también los antecedentes
reportados, se seleccionaron los bioextractos de L. divaricata y L. cuneifolia para ensayos

posteriores.

4.3.2 Actividad antimicrobiana de los compuestos individuales

Con el objetivo de evaluar que compuestos presentes en los bioextractos de Larrea
presentan actividad frente a C. albicans, se evaluaron los alcaloides y fenoles determinados
en el Capitulo 3. Para este fin, se utilizd el método de disco de difusién y cada compuesto se

evalto a la concentracion encontrada en el correspondiente bioextracto.

Como puede observarse en la Figura 4.4, todos los biocompuestos presentaron actividad
antimicrobiana frente al patdgeno evaluado. Los resultados demostraron que entre los
metabolitos presentes en el bioextracto L. divaricata, NDGA vy el acido cafeico presentaron
los mayores porcentajes de inhibicion (Figura 4.4.A), mientras que para L. cuneifolia NDGA,
los acidos cafeico y ferulico, piperina y teofilina fueron los compuestos con mayor actividad
antimicrobiana (Figura 4.4.B). Es importante destacar que ninguno de los compuestos

bioactivos evaluados alcanzé la inhibicién presentada por los bioextractos.
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Figura 4.4. Inhibicion de C. albicans (%) mediante método de disco de difusion; A: Inhibicidon
para el bioextracto de L. divaricata y sus biocompuestos, B: Inhibicién para el bioextracto de
L. cuneifolia y sus biocompuestos. Letras distintas indican diferencias significativas entre los

tratamientos (Test de Tukey, a + 0,05).

Considerando la complejidad de una matriz vegetal, es dificil atribuir el efecto
antimicrobiano a un compuesto especifico. Sin embargo, reportes previos han mostrado la
relacion entre la presencia de fenoles y alcaloides con la actividad frente a diversos
patogenos [14-17]. Raut y colaboradores reportaron la actividad de fenilpropanoides, entre
ellos Caf y Fer, para inhibir la formacion de biofilms de C. albicans. Por otro lado, NDGA es
reconocido como un potente antioxidante, ademdas de haber demostrado capacidad
antiviral, antiinflamatorio, entre otras [18, 19]. Su potencial antimicrobiano ha sido evaluado
frente a diversos microorganismos, Guzman-Beltran y colaboradores [20] comprobaron la
efectividad de NDGA para inhibir el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis, mientras
que Batalldn y colaboradores demostraron su efecto larvicida frente a Culex
quinquefasciatus. La actividad antimicrobiana de los alcaloides teofilina y piperina ha sido
poco estudiada. Zarai y colaboradores [21] demostraron la actividad de piperina frente a
bacterias gram positivas (Bacillus subtilus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus xylosus,

Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis) y negativas (Escherichia coli, Klebsiella
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pneumoniae, Salmonella entérica). Por otro lado, Ruddarraju y colaboradores demostraron

actividad antimicrobiana de derivados de teofilina frente a C. albicans [22].

4.3.3 Concentracion minima inhibitoria

Con el fin de determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de los bioextractos de
L. divaricata y L. cuneifolia frente a C. albicans, se llevd a cabo el método de macrodilucion.
Para ello, se evaluaron las siguientes diluciones seriadas de los bioextractos: 1,87; 3,75; 7,5;
18,75; 20; 25; 30; 37,5y 75 mg mL. La minima concentracién sin crecimiento visible se
definid como la MIC (el primer tubo claro). Los resultados evidenciaron que C. albicans fue
mas susceptible al extracto de L. divaricata que al de L. cuneifolia, siendo la CMI 20y 25 mg

mL* respectivamente.

Posteriormente, para evaluar el efecto fungicida o fungistdtico, se sembraron las
diluciones seleccionadas (tubo correspondiente a la CMI y los tubos con concentraciones de
extracto mayor y menor a la CMI) en medio sélido. Como puede verse en la Figura 4.5, los
bioextractos de ambas Larreas a sus respectivas CMI mostraron actividad fungicida, es decir,
el patdgeno no fue capaz de crecer luego de suspender el contacto con el bioextracto.
Mientras que, a las concentraciones de bioextracto menores a la CMI se observd efecto
fungistatico, por lo que el patégeno se desarrollé en el medio nutritivo en ausencia del
bioextracto. El control positivo fluconazol, mostré efecto fungistatico a la menor
concentracion probada (0,5 pg mL?), mientras que a la mas alta (400 pg mL™*) demostro ser
fungicida. Es necesario resaltar que el control del solvente LGH permitié el crecimiento del

microorganismo, demostrando que no posee accion antimicrobiana.
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Figura 4.5. Efecto fungitéxico de los bioextractos de L. cuneifolia y L. divaricata.

Los resultados obtenidos, se encuentran de acuerdo con lo reportado por Moreno y
colaboradores [13], cuyos valores de CMI para C. albicans fueron menores para el extracto
de L. divaricata. Por otro lado, Quiroga y colaboradores [11] obtuvieron menores valores de
CMI para L. cuneifolia, al evaluarla frente a otros microorganismos como Saccharomyces

carlsbergensis y Rhodotorula spp.
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4.3.4 Formulaciones topicas

Luego de determinar la actividad antifungica de los bioextractos de L. divaricata y L.
cuneifolia frente a C. albicans; se incorporaron como ingrediente activo en formulaciones
topicas. Las mismas se preparon utilizando crema base y silicona. En primer lugar, se realizé
un estudio preliminar para evaluar dos siliconas (Si000 y S344) @ concentraciones entre 12,5y
25 %. Los resultados no mostraron diferencias significativas entre el tipo de silicona y la
concentracion usada, por lo tanto se utilizd silicona Ssaa al 25 %. Para seleccionar las
concentraciones de los bioextracto de Larrea spp, se tuvieron en cuenta los valores de CMI
obtenidos en la seccidon anterior. A partir de ello, se elaboraron cuatro formulaciones; donde
los bioextractos de L. cuneifolia (C) y L. divaricata (D) se evaluaron a 0,5x y X, siendo x el valor
de CMI (C 0,5x; C x; D 0,5x y D x). Ademas, se prepararon dos formulaciones combinando

ambos bioextractos usando 0,25x y 0,5x de cada uno (D 0,25x-C 0,25x y D 0,5x —C 0,5x).

Los resultados de la evaluacién de los caracteres organolépticos de las cremas (color, olor,
consistencia y homogeneidad) resultaron satisfactorios y no se encontraron sefiales de
separacion o deterioro por un periodo de 60 dias. Asimismo, los resultados del ensayo de
extensibilidad no mostraron diferencias significativas entre las formulaciones tépicas
preparadas con diferentes extractos de plantas y concentraciones por al menos 60 dias.
Cuando se compararon las cremas de Larrea con un antifungico comercial, se observaron
areas de expansién similares (Figura 4.6). La extensibilidad es una caracteristica importante
para las cremas disefiadas para aplicacién tépica, ya de ella depende una correcta aplicacion,

su facilidad para extraerla del envase, y la aceptacién del paciente [23].
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Figura 4.6. Areas de extensibilidad (mm?) de las formulaciones tépicas con diferentes
concentraciones de los bioextractos de L. divaricata y L. cuneifolia. Letras distintas indican

diferencias significativas. (Tukey a + 0,05)

4.3.4.1 Actividad antimicrobiana de las formulaciones topicas

La actividad antimicrobiana de las cremas tépicas preparadas se evallo mediante el
ensayo de disco de difusién. Como puede observarse en la Figura 4.7, las cremas de L.
divaricata a 0,5x y x presentaron areas de 2 y 3 mm respectivamente; mientras que se
observd un comportamiento similar para las formulaciones de L. cuneifolia.
Interesantemente, la combinacién de ambas especies de Larrea (Dx- Cx) presentd una mayor
inhibicion de C. albicans (8 mm). Esto reveld un efecto sinérgico entre los bioextractos de

Larrea aumentando la actividad antimicrobiana frente a C. albicans.
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Figura 4.7. Actividad antimicrobiana de las formulaciones tépicas de L. divaricata y L.

cuneifolia. Letras distintas indican diferencias significativas (Test de Tukey, a < 0,05).

Estudios previos demostraron el potencial de formulaciones topicas basadas en extractos
de plantas para el tratamiento de infecciones causadas por C. albicans. Cremas preparadas
con un 4 % de extracto alcohdlico de Juglans nigra presentd una inhibicidon satisfactoria
frente a candidiasis vaginal [24]. Awad El-Gied y colaboradores [7], reportaron la actividad in
vitro de cremas y unglentos preparados con extractos de Mangifera indica. Oridupa vy
colaborades [8] demostraron que la crema y ungliento preparados en base al extracto de
Phyllanthus amarus presentaron aceptables propiedades fisicoquimicas y una satisfactoria

actividad antimicrobiana in vitro frente a C. albicans.

4.4 Conclusiones

En el presente capitulo, se demostro la actividad antimicrobiana de los bioextractos de las
dos especies de Larrea frente a C. albicans. Se determinaron los valores de CMI, siendo de

20 y 25 mg mL*! para los bioextractos de L. divaricata y L. cuneifolia respectivamente.
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Asimismo, se evalulo la actividad de sus biocompuestos, los cuales si bien presentar actividad

frente al patdgeno, ninguno alcanzd la misma inhibicidon que la obtenida con los bioextractos.

Luego, los bioextractos se incorporaron a formulaciones topicas, las cuales presentaron
caracteristicas satisfactorias en términos de estabilidad y extensibilidad. Interesantemente,
al evaluar la actividad frente a C. albicans, la crema obtenida a partir de la combinacion de
bioextractos de Larrea reveld un efecto sinérgico, es decir presentd una actividad mayor a la
obtenida para cada bioextracto. Esto destaca el potencial de las formulaciones de las
especies de Larrea para el tratamiento de candidiasis. Cabe resaltar, que no existen
antecedentes que incorporen extractos mediados por solventes eutécticos en formulaciones

topicas.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS



“Hay mas cosas entre el cieloy la tierra, Horacio,
que las que sospecha tu filosofia”
William Shakespeare



CAPITULO 5
Conclusiones Generales

En el presente trabajo de tesis se desarrollé un procedimiento de extraccidn sustentable
para la obtencidn de bioextractos a partir de matrices vegetales. La extraccion se optimizé
con el propodsito de obtener extractos ricos en compuestos bioactivos. Los bioextractos se
caracterizaron en términos de compuestos fendlicos, alcaloides y actividad antimicrobiana
frente a Candida albicans. Finalmente, se incorporaron como ingrediente activo en
formulaciones topicas farmacéuticas. La presente tesis se sustentd en los principios de la
Quimica Analitica Verde; por lo que todas las actividades desarrolladas tuvieron como
fundamento contribuir al desarrollo de procedimientos y metodologias de trabajo

sustentables y seguras tanto para el medio ambiente como para el operario.

Los resultados demostraron la importancia de incorporar herramientas quimiométricas
para la preparacion de un solvente eutéctico natural. De esta forma, es posible disefiar
solventes para propositos especificos, tanto para la extracciéon de biocompuestos, asi como
también podria aplicarse en otras areas, como en sintesis organica. Cabe destacar que la
quimiometria permite reducir el numero de experimentos en una optimizacion,
disminuyendo el consumo de solventes y la generacidén residuos. Por lo que es una

herramienta esencial para el desarrollo de procedimientos sustentables.

El disefio de la metodologia de extraccion se realizd teniendo como objetivos la
sustentabilidad del proceso asi como también la eficiencia del mismo. Para esto se aplico el
“Certificado Verde”, la cual permite evaluar la sustentabilidad de los procedimientos. La
metodologia optimizada presentd bajo puntos de penalidad para este certificado, al
compararla con metodologias tradicionales. Asimismo, la eficiencia del solvente LGH fue

satisfactoria cuando se la compard con metanol y agua.

Se demostrd la compatibilidad del eutéctico LGH, con el sistema de separaciéon vy
deteccion HPLC-DAD. Las metodologias cromatograficas desarrolladas permitieron
determinar compuestos fendlicos y alcaloides en los bioextractos. Esto demuestra que no es
necesario incluir solventes organicos para diluir los extractos en pasos previos a la inyeccién.
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Los bioextractos de L. divaricata y L. cuneifolia presentaron actividad antifingica frente a
C. albicans y se determind su concentracion minima inhibitoria. Las formulaciones
preparadas a partir de los mismos presentaron satisfactorias caracteristicas fisicas vy
organolépticas. Esto demuestra la posibilidad de incorporar NADES a formulaciones
farmacéuticas. Interesantemente, al evaluar la actividad antimicrobiana de las
formulaciones, la crema preparada a partir de la combinacion de ambos bioextractos
presentd una mayor actividad que las provenientes de los bioextractos individuales. Esto

reveld un sinergismo entre ambas especies de Larrea.

Los aportes de esta tesis, destacan la importancia de incorporar herramientas que
permiten discernir y seleccionar las metodologias adecuadas para lograr resultados

eficientes trabajando de manera sustentable.
Perspectivas Futuras

A partir del presente trabajo surge el interés de profundizar en la caracterizaciéon de LGH
como solvente de extraccion, evaluando otros compuestos bioactivos tales como

compuestos volatiles, terpenos y aminodcidos.

Asimismo, la necesidad de alinear completamente el procedimiento analitico con los
principios de la Quimica Analitica Verde, motiva a adaptar los sistemas cromatograficos para
incorporar a los solventes eutécticos naturales como componentes mayoritarios de la fase

movil, eliminando definitivamente el uso de solventes organicos.

Los bioextractos obtenidos mostraron un gran potencial para ser incorporados como
ingredientes activos, por lo que es de gran interés complementar la caracterizacion de los
mismos evaluando la presencia de otros compuestos activos, asi como también evaluar su

actividad frente a otros microorganismos.

Para poder concluir con aplicaciones fitoterdpicas seguras, se deben realizar estudios de
citotoxicidad, tanto de LGH como de los bioextractos y las formulaciones. Asimismo, se
vsilumbran numerosas posibilidades de aplicaciones de solventes eutécticos naturales en

formulaciones farmaceuticas.
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Anexo Tabla 1: Solventes eutécticos naturales descriptos en la bibliografia.

NADES Relacion | Dilucién Aplicaciones Método de preparacion Ref
Molar con
agua (%)
Derivados de acidos organicos
acido malico : prolina 1:1 25;50;75 cap?c.idad de estabilizar compuestos agitacién y calentamiento a 50 °C [1]
fendlicos
1)1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
n.r estudio de las propiedades fisicoquimicas agitacién y calentamiento a 70 °C [3]
DL- 4cido malico : L-serina 2:3/1:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
DL- 4cido malico : B- alanina 2:3/1:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
acido malico : sucrosa 1:1 preparacion de los NADES y estudios de evaporacioén a 30 °C a sequedad, luego las mezclas [2]
NMR son secadas con frio
1@):1/2@):1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
acido malico : fructosa 1:1 preparacion de los NADES y estudios de evaporacioén a 30 °C a sequedad, luego las mezclas [4]
acido malico : glucosa 1:1 NMR son secadas con frio
DL- 4cido malico :D-manosa 1:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
DL- 4cido malico :D (+)trehalosa 2:1
DL- acido mdlico : lactosa 2:1/1:1
DL- acido malico :betaina 1:1
30 extraccion de flavonoides de Flos sophorae | secado en frio [5]
DL- acido malico : D-sorbitol 1:1 [2]
DL- acido malico :D(+)glucosa: D(- 1:1:1
)fructosa preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio
DL- acido mdlico : D(+)glucosa : 1:1:1
glicerol
DL- 4cido malico : sucrosa: glicerol 1:1:2
DL- 4cido malico :betaina: 1:1:1

D(+)glucosa




DL-4cido mdlico :betaina:prolina 1:1:1
acido malico :prolina:agua 1:1:3 0-100 estudio de las propiedades fisicoquimicas agitacién y calentamiento en bafio de agua a [3]
50°C(*)
propiedades fisicas de NADES agitacion y calentamiento a 50 °C [2]
acido malico :B:alanina:agua 1:1:3 estudio de las propiedades fisicoquimicas agitacién y calentamiento en bafio de agua a [3]
50°C(*)
propiedades fisicoquimicas agitacion y calentamiento a 50 °C [2]
maleic acid:glucosa 4:1 preparacion de los NADES y estudios de evaporacion a 30 °C a sequedad, luego las mezclas [4]
maleic acid;sucrosa 1:1 NMR son secado en frio
L (+)acido tartarico:betaina 1:2 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
acido tartarico:glucosa 1:1 7,5 uso como agentes plastificantes de | evaporacion del agua con rotavapor a 50 °C(*) [6]
polimeros para el desarrollo de estructuras
porosas 3D
1)1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
acido lactico:sucrosa 1:2 20 extraccidon y determinacion de fenoles en agitacién y calentamiento a 80 °C [7]
Cajanus cajan
extraccidn y separacion de flavonoides de agitacién y calentamiento a 80 °C [8]
Radix Scutellariae
acido lactico:glucosa 1:2 20 extraccién y determinacion de fenoles en agitacién y calentamiento a 80 °C [7]
Cajanus cajan
5:1 capacidad de estabilizar compuestos agitacién y calentamiento a 50 °C [1]
fendlicos
5:1@ preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
acido lactico:B- alanina 1:1 [2]
acido lactico:betaina 2:1/5:1 5,;10;15;2 | pretratamiento de biomasa ligno-celuldsica | agitacidén en bafio de agua a 60 °C 100 rpm [9]
0;50 de paja de arroz
acido lactico: D/L-prolina 1:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
acido lactico:glucosa:agua 5:1:3 0-100 estudio de las propiedades fisicoquimicas calentamiento y agitacidn en bafio de agua a [3]

50°C(*)

propiedades fisicas de los NADES-
solubilidad de pequefias moléculas y de
macromoléculas

agitacién y calentamiento a 50 °C

(2]




acido citrico:sucrosa 1:1 6,4 uso como agentes plastificantes de | evaporacion del agua con rotavapor a 50 °C(*) [6]
polimeros para el desarrollo de estructuras
porosas 3D
preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
preparacion de los NADES y estudios de evaporacion a 30 °C a sequedad, luego las mezclas
NMR son secadas con frio
1:2 20 extraccion y determinacion de fenoles en agitacion y calentamiento a 80 °C [7]
Cajanus cajan
extraccion y separacion de flavonoides de agitacién y calentamiento a 80 °C [8]
Radix Scutellariae
acido citrico:glucosa 1:1 8.2 uso como agentes plastificantes de | evaporaciéon del agua con rotavapor a 50 °C(*) [6]
polimeros para el desarrollo de estructuras
porosas 3D
1:1@ preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
30 extraccion de flavonoides de Flos sophorae | secado en frio [5]
1:2 20 extraccidon y determinacion de fenoles en agitacién y calentamiento a 80 °C [7]
Cajanus cajan
extraccidn y separacion de flavonoides de agitacién y calentamiento a 80 °C [8]
Radix Scutellariae
acido citrico: D(-)fructosa 1:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
acido citrico: D- manosa 1:1
acido citrico:maltosa 2:1
acido citrico:rafinosa 3:1
acido citrico: trehalose 2:10 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
2:1 preparacion de los NADES y estudios de evaporacion a 30 °C a sequedad, luego las mezclas
NMR son secadas en frio
acido citrico:adonitol 1:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
30 extraccién de flavonoides de Flos sophorae | secado en frio [5]
acido citrico: D-sorbitol 1:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
acido citrico:xylitol 1:1
acido citrico:ribitol 1:1
4cido citrico:prolina 1:10)/1:2 ®)

/1:3®




1:1/1:2/

preparacion de los NADES y estudios de

evaporacion a 30 °C a sequedad, luego las mezclas

1:3 NMR son secadas en frio
acido citrico:B alanina 1:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
acido citrico:betaina 1:1
2:1 solubilidad de aminodcidos mezclando a 90°C [10]
glycolic acid: betaina 2:1
acido oxalico: betaina 2:1
acido oxdlico: 1:1:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
betaina:D(+)glucosa
Mezclas de azucares
fructosa:sucrosa 10:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
1:1 preparacion de los NADES y estudios de evaporacioén a 30 °C a sequedad, luego las mezclas [4]
glucosa:sucrosa 1:1 NMR son secadas en frio
glucosa:fructosa 1:1
glucosa:sucrosa:fructosa 1:1:1
fructosa:glucosa:sucrosa:agua 1:1:1:11 estudio de las propiedades fisicoquimicas calentamiento y agitacion a 50°C(*) [3]
Propiedades fisicas de NADES agitacién y calentamiento a 50 °C [2]
Derivados de cloruro de colina
cloruro de colina:D(-)fructosa 5:2 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
cloruro de colina:xylose 2:1 7 uso como agentes plastificantes de | evaporacion del agua en rotavapor a 50 °C(*) [6]
3:1 5,6 polimeros para el desarrollo de estructuras
porosas 3D
2:1© /3:16 preparacién y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
cloruro de colina:A- L rhamnosa 2:1
cloruro de colina: D(+)trehalosa 4:1
cloruro de colina: (D)-manosa 5:2
cloruro de colina: sorbosa 5:2/1:1
cloruro de colina: D(+)galactosa 5:2
cloruro de colina:rafinosa 11:2
cloruro de colina:maltosa 1:1/1:2 0,20,40,6 | extraccién y determinacion de fenoles en agitacién y calentamiento a 80 °C [7]
1:3/1:4 0 Cajanus cajan
1:2 20 extraccién y determinacion de flavonoides agitacién y calentamiento a 80 °C [8]

de Radix Scutellariae




4:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacion con vacio [2]
cloruro de colina:sorbitol 1:2 20 extracciéon y determinacién de fenoles en agitacién y calentamiento a 80 °C [7]
Cajanus cajan
extraccién y determinacién de flavonoides agitacién y calentamiento a 80 °C [8]
de Radix Scutellariae
3:10/5:200 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacion con vacio [2]
cloruro de colina:glucosa 1:1@ 30 extraccién de flavonoides de Flos sophorae | secado en frio [5]
1:2 20 extraccidon y determinacion de fenoles en agitacion y calentamiento a 80 °C [7]
Cajanus cajan
extraccidn y determinacion de flavonoides agitacién y calentamiento a 80 °C [8]
de Radix Scutellariae
5:2 90 capacidad de estabilizar compuestos agitacién y calentamiento a 50 °C [1]
fendlicos
5:2@ preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
cloruro de colina:xylitol 4:1 capacidad de estabilizar compuestos agitacion y calentamiento a 50 °C [1]
fendlicos
5:2 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
30 extraccion de flavonoides de Flos sophorae | secado en frio [5]
cloruro de colina:ribitol 5:2 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
cloruro de colina:glicerol 1:1/1:2 determinacion de los coeficientes de agitacién y calentamiento a 80 °C [11]
actividad limites
1:1 30 extraccién de flavonoides de Flos sophorae | secado en frio [5]
1:2 extraccién de astaxanthin agitacion y calentamiento a 80 °C [11]
20 extraccidon y separacion de flavonoides de agitacién y calentamiento a 80 °C [8]
Radix Scutellariae
extraccidon y determinacion de fenoles de agitacién y calentamiento a 80 °C [7]
Cajanus cajan
adjuvante en la extraccion de saponinas de agitacién y calentamiento a 100 °C [12]
Ziziphus joazeiro y Agave sisalana
1:1/3:2 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
cloruro de colina:sucrosa 1:1 6,4 uso como agentes plastificantes de | evaporacion del agua en rotavapor a 50 °C(*) [6]

polimeros para el desarrollo de estructuras
porosas 3D

preparacion y estabilidad de los NADES

evaporacién con vacio

(2]




1:2 20 extraccién y determinacion de fenoles en agitacion y calentamiento a 80 °C [7]
Cajanus cajan
extraccién y separacion de flavonoides de agitacién y calentamiento a 80 °C [8]
Radix Scutellariae
4:1 25;50;75 | capacidad de estabilizar compuestos agitacién y calentamiento a 50 °C [1]
fendlicos
8,1 uso como agentes plastificantes de | evaporaciéon del agua en rotavapor a 50 °C(*) [6]
polimeros para el desarrollo de estructuras
porosas 3D
preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
cloruro de colina:acido acético 1:2 adyuvantes en la extraccion de saponinas agitacién y calentamiento a 100 °C [12]
de Ziziphus joazeiro y Agave sisalana
cloruro de colina:acido lactico 1:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
1:2 20 extraccidon y determinacion de fenoles en agitacién y calentamiento a 80 °C [7]
Cajanus cajan
adyuvantes en la extraccion de saponinas agitacién y calentamiento a 100 °C [12]
de Ziziphus joazeiro y Agave sisalana
1:1/1:2/1: 20;40 extraccion and determinacion de agitacién y calentamiento a 80 °C [8]
3/1:4/ 60;80 flavonoides en Radix Scutellariae
2:1/3:1
1:2/1:5/1: | 5;10;15;2 | pretratamiento de biomasa ligho-celuldsica | agitacidon en bafio de agua a 60 °Cy 100 rpm [9]
9 0;50 de paja de arroz
cloruro de colina:acido citrico 1:1 7,7 uso como agentes plastificantes de | evaporacion del agua en rotavapor a 50 °C(*) [6]
polimeros para el desarrollo de estructuras
porosas 3D
1:2 20 extraccidon y determinacion de fenoles en agitacién y calentamiento a 80 °C [7]
Cajanus cajan
extraccidn y separacion de flavonoids de agitacién y calentamiento a 80 °C [8]
Radix Scutellariae
1:1/2:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
2:1/3:1 preparacion de los NADES y estudios de evaporacion a 30 °C a sequedad, luego las mezclas (4]
NMR son secadas en frio
cloruro de colina:acido malico 1:1 preparacion de los NADES y estudios de evaporacion a 30 °C a sequedad, luego las mezclas [4]

NMR — solubilidad de compuestos

son secadas en frio




1:2 20 extraccién y determinacion de fenoles en agitacion y calentamiento a 80 °C [7]
Cajanus cajan
extraccién y separacion de flavonoids de agitacién y calentamiento a 80 °C [8]
Radix Scutellariae
1:1@/1,5:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
(@)
2:1/3:1 preparacion de los NADES y estudios de evaporacion a 30 °C a sequedad, luego las mezclas [4]
NMR son secadas en frio
cloruro de colina:acido maldnico 1:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
1:2 adyuvantes en la extraccién de saponinas agitacién y calentamiento a 100 °C [12]
de Ziziphus joazeiro y Agave sisalana
cloruro de colina:acido maleico 1:1/2:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
1:1/2:1/3: preparacion de los NADES y estudios de evaporacion a 30 °C a sequedad, luego las mezclas | [2, 4]
1 NMR son secadas en frio
cloruro de colina:acido oxdlico 1:2 adyuvantes en la extraccion de saponinas agitacién y calentamiento a 100 °C [12]
de Ziziphus joazeiro y Agave sisalana
cloruro de colina:propionic acid 1:2 adyuvantes en la extraccion de saponinas agitacién y calentamiento a 100 °C [12]
de Ziziphus joazeiro y Agave sisalana
cloruro de colina:L(+)acido 2:1 formacién y estabilidad de NADES evaporacién con vacio [2]
tartdrico
cloruro de colina:urea 1:2 catdlisis y medio de reaccion para sintesis agitacién y calentamiento a 100 °C [13]
de 4-tiazolidinonas
catdlisis y medio de reaccion para la sintesis | agitacion y calentamiento a 80 °C, 150 rpm [14]
de auronas
adyuvantes en la extraccion de saponinas agitacién y calentamiento a 100 °C [12]
de Ziziphus joazeiro y Agave sisalana
cloruro de colina:fructosa:agua 1:1:1 preparacion de los NADES y estudios de evaporacion a 30 °C a sequedad, luego las mezclas [4]
NMR son secadas en frio
5:2:5 evaluacién de propiedades fisicoquimicas agitacion y calentamiento en bafio de agua a 50 [3]
°c(*)
propiedades fisicoquimicas agitacion y calentamiento a 50 °C [2]
cloruro de colina:glucosa:agua 1:1:1 preparacion de los NADES y estudios de evaporacion a 30 °C a sequedad, luego las mezclas [4]

NMR

son secadas en frio




5:2:5 0-100 evaluacidn de propiedades fisicoquimicas agitacién y calentamiento en bafio de agua a 50 [3]
°C(*)
propiedades fisicas de los NADES- agitacion y calentamiento a 50 °C [2]
solubilidad de pequefias moléculas y de
macromoléculas
cloruro de colina:sucrosa:agua 1:1:1 preparacion de los NADES y estudios de evaporacion a 30 °C a sequedad, luego las mezclas [4]
NMR son secadas en frio
4:1:4 0-100 evaluacidn de propiedades fisicoquimicas agitacion y calentamiento en bafio de agua a 50 [3]
°C(*)
propiedades fisicoquimicas agitacion y calentamiento a 50 °C [2]
cloruro de colina:acido 1:1 evaluacidn de propiedades fisicoquimicas agitacién y calentamiento en bafio de agua a 50 [3]
lactico:agua °C(*)
cloruro de colina:acido malico : 1:1:2 evaluacidn de propiedades fisicoquimicas agitacion y calentamiento en bafio de agua a 50 [3]
agua °C(*)
propiedades fisicoquimicas agitacién y calentamiento a 50 °C [2]
cloruro de colina:DL-acido malico 1:1:1 preparacion y estabilidad de los NADES evaporacién con vacio [2]
:prolina
cloruro de colina:DL-acido malico 1:1:1
:xylitol
cloruro de colina : glicerol : agua 1:2:1 evaluacion de propiedades fisicoquimicas agitacién y calentamiento en bafio de agua a 50 [3]
°C(*)
propiedades fisicoquimicas agitacién y calentamiento a 50 °C [2]
cloruro de colina : sorbitol : agua 5:2:6 evaluacion de propiedades fisicoquimicas agitacién y calentamiento en bafio de agua a 50 [3]
°c(*)
propiedades fisicoquimicas agitacién y calentamiento a 50 °C [2]
cloruro de colina : xilitol : agua 2:1:3 evaluacion de propiedades fisicoquimicas agitacién y calentamiento en bafio de agua a 50 [3]
°C(*)
propiedades fisicas de los NADES- agitacién y calentamiento a 50 °C [2]
solubilidad de pequefias moléculas y de
macromoléculas
cloruro de colina:xilosa:agua 2:1:2 evaluacion de propiedades fisicoquimicas agitacién y calentamiento en bafio de agua a 50 [3]

°C(*)

propiedades fisicoquimicas

agitacién y calentamiento a 50 °C

(2]

Otras combinaciones




betaina:sucrosa 2:1 evaporacion con vacio [2]
betaina: D(+)trehalosa 4:1
betaina:D-manosa 5:2
betaina:sucrosa:prolina 1:1:1
5:2:2

betaina:D-(+) glucosa:prolina 1:1:1
D/L- prolina:sucrosa 2:1/3:1
D/L- prolina: D-sorbitol 1:1
prolina:D (+)glucosa 1(b,c):1/5(

b,c):3

5(b):3 30 extraccion de flavonoides de Flos sophorae | secado en frio [5]

(@ DL- 4cido malico ® L-prolina (©) D-prolina (@ D(+)- glucosa () L(+)- tartarico ) D(-)fructosa © D-xilosa " D- sorbitol () D(+)trehalosa (mezcla con determinada cantidad de agua
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