UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

S2ntesi s de Dbi oMOFs
8cidos fen-licos pr
resi duos agroindustr.i
como agentes terape
antioxi dantes

Andrea Yulieth Garzon Serrano

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias
Departamento de Quimica
Bogota, Colombia
2024



S2ntesi s de bi oMOFs a
8cidos fen-|licos pres
resi duos agroindustri a
como agentes terap®u
anti oxi dant es

Andrea Yulieth Garzén Serrano

Tesis presentada como requisito parcial para optar al titulo de:
Doctora en ciencias - Quimica

Director:
Ph.D. César Augusto Sierra Avila
Codirectora:
D.Sc. Yadi Adriana Umaria Pérez

Linea de Investigacion:
Sintesis de materiales con potencial aplicacién como sistema de liberacién controlada

Grupo de investigaciéon en macromoléculas
Grupo de investigacion en hormonas

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias
Departamento de Quimica
Bogota, Colombia
2024



fiLa vida no es f&§cil, para nin
igué importa! Hay que perseverar y, sobre todo, tener
confianza en uno mismo. Hay que sentirse dotado
para realizar algo y ese algo hay que alcanzarlo,

cueste | o qgue cueste. 0 Marie Ci






Agradecimientos

Agradecimientos

En este espacio quiero resaltar a todas las personas que durante mi proceso académico
estuvieron en el momento oportuno para dar el aliento que faltaba en cada paso dado.

Primero a mis personas incondicionales, mama gracias por brindarme tranquilidad cuando
mas lo he necesitado, y dar ejemplo de fortaleza cuando la vida se pone color gris. A mis
hermanas por apoyarme y abrir mis ojos cuando no era consciente de los logros
alcanzados. A mi sobrino por recordarme la capacidad de asombro que nos produce la
ciencia, y ser la motivaciéon a ser mejor persona cada dia. A Camilo por acompafiarme y

ser equipo para enfrentar juntos los obstaculos que se nos presentan en el camino.

Segundo a mis compafieros de grupo de investigacion en macromoléculas, gracias por
escucharme cada dia y concluir que somos afortunados por realizar lo que nos llena de
pasion, la investigacion. Especialmente a Angie, Cristian, Julian, Anyi, Liss, Jazmin,
Vanessa, Carlos y Daniela, por sacarme una sonrisa cuando todos los resultados parecian
dar contrario a lo esperado. A los mas chiquitos, Maria Paula y Julian, por sus mensajes
de admiracion. A mis compafieros de grupo de investigacion en hormonas mil gracias por
guiarme en cultivo celular, especialmente a Valentina por su colaboracién en la preparacién

de muestras.

Finalmente, a mis directores, profesor Cesar y profesora Adriana, gracias por la paciencia
y compromiso en estos afios, pero sobre todo por ayudarme a creer en mi, estoy
convencida que no pude tener una mejor orientacidon profesional para culminar mis
estudios con grandes resultados. Asi mismo, quiero agradecer al profesor Leén Dario por
resolver cualquier inquietud y dar otras perspectivas sobre los hallazgos encontrados en

esta investigacion doctoral.



Resumen

Sintesis de bioMOFs a partir de acidos fendlicos presentes en residuos
agroindustriales de cacao como agentes terapéuticos antioxidantes

En esta tesis doctoral, inicialmente se describe la sintesis de un novedoso bioMOF vy la
optimizacion de la sintesis un bioMOF ya reportado. Sintesis que paralelamente llevaron a
la obtencion de un material adicional, una estructura de coordinacién de zirconio, con
caracteristicas estructurales atractivas para el area de catalisis. En todos estos casos se
buscaron condiciones de sintesis escalables y ambientalmente amigables usando acidos
fendlicos (reactivos comerciales) presentes en residuos agroindustriales de cacao.
Teniendo en cuenta esto Ultimo, se optimizd el proceso de purificacién de los acidos
fendlicos, especialmente &cido galico y &acido protocatéquico, desde los extractos

obtenidos de dichos residuos.

Adicionalmente, se estudié el potencial de los bioMOFs sintetizados como sistemas de
liberacién controlada de ligantes y moléculas con interés terapéutico como curcumina y
rodamina, y frente a paneles celulares, una de ellas de alta resistencia, en donde se

determind la citotoxicidad frente a cada material sintetizado.

El capitulo inicial, muestra una vision del horizonte respecto los residuos agroindustriales
como fuentes de componentes quimicos con potencial tecnolégico, ademas de la
importancia de encontrar nuevas tecnologias que den valor agregado a los residuos
originados en la industria cacaotera del pais, aprovechando el aporte medicinal presente
en la cascaray la cascarilla de cacao, gracias a su composicion quimica rica en polifenoles.
Asi mismo, se demuestra que la sintesis de bioMOFs es una novedosa estrategia que

permite desarrollar materiales porosos a partir de acidos fendlicos, y que en la actualidad
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el uso de precursores de MOFs provenientes de fuentes renovables es una temética de

gran interés cientifico.

Seguido a este, el capitulo segundo, brinda una comparacion de condiciones reportadas
para un bioMOF basado en acido gélico (GA) versus el uso de sintesis asistida por
ultrasonido, y sulfato como precursor de magnesio, buscando las condiciones
experiment al es de s2ntesis m8s fAverdeso y a
vegetal, llegando asi a condiciones consideradas mas amigables con el medio ambiente.
Posteriormente, se presenta la sintesis y caracterizacion de una nueva estructura
biocompatible, obtenida a partir de acido protocatéquico (PCA) durante los intentos de
formar bioMOFs con este ligando denominado bioUNAL-1. Adicionalmente, se detalla la
obtencion de un clister basado en zirconio y sulfatos/acetatos como ligandos, el cual es
obtenido Unicamente en presencia de acidos fendlicos y acido acético, este Ultimo
adicionado inicialmente como un modulador de sintesis. Este Ultimo resultado publicado

en revista internacional.

El tercer capitulo muestra una amplia exploracion de las condiciones de extraccion de
compuestos fendlicos (técnica de extraccion, tiempo, temperatura, relacion
residuo/solvente y mezcla de solventes de extraccidn) en cascara y cascarilla de cacao,
cabe resaltar que esta optimizacion estuvo enfocada a la busqueda de las condiciones
experimentales que llevaran a obtener el mayor porcentaje de extraccion de acido galico y
acido protocatéquico. Y asi, utilizar este extracto rico en ambos acidos como fuente de
enlazador organico en la sintesis de bioMOFs. Finalmente, luego de multiples
experimentos de purificacion, se muestra la sintesis del bioMOF usando sales de sulfato
de magnesio y zirconio, en donde las condiciones experimentales usadas fueron las
reportadas en el capitulo anterior. En esta sintesis de materiales de zirconio y magnesio
con los acidos purificados, se presentan caracterizaciones y andlisis que puntualizan
efectos de las condiciones e interferencias en los productos finales, siendo asi que se
plantean de forma a priori, algunas técnicas que pueden mejorar la sintesis de los bioMOF

con los componentes ya mencionados.

De la mano de los bioMOF sintetizados en el documento (Mg(Hzg a | )G P {#bioUNAL-
1), el capitulo cuarto, muestra la caracterizacion de los mismos cuando se encuentran en
presencia de en diferentes medios y condiciones, en pro de establecer la estabilidad de

ambos materiales. Se plantea en esta seccion algunas interacciones de los materiales con

propi acf
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los medios evaluados, los cambios estructurales de los ligandos orgénicos liberados (4cido
galico y acido protocatéquico), asi como sus comportamientos cinéticos de liberacion de
los mismos, ajustando a modelos cinéticos de liberacion controlada de farmacos.
Finalmente, se muestra la sintesis in situ de estos materiales en conjunto con dos
moléculas de interés bioldgico: rodamina 6G y curcumina en la estructura del material, asi
como el estudio de cambios estructurales y las cinéticas de liberacién de los ligandos

organicos, junto a las moléculas incorporadas, con enfoque especial en la curcumina.

La seccion final, el capitulo quinto evalla la respuesta bioldgica de los bioMOFs de
referencia Mg(Hzg a | )@ ¥ BioUNAL-1, como parte de la evaluacion se muestran los
resultados relacionados con ensayos biolégicos ejecutados en diversos paneles celulares
(normales y cancerosas). En primer lugar, la citotoxicidad y la tendencia del mecanismo de
apoptosis en las células evaluadas generado por los materiales, paralelamente se analizan
los efectos en la morfologia celular y el tipo afectacion celular. Finalmente se muestran los
bioMOFs con curcumina (CUR) y rodamina (ROD) incorporadas, en el cual mediante
ensayo MTT y microscopia éptica fluorescente se evidencian los efectos relacionados con
la actividad antioxidante de CUR y el marcaje fluorescente de las células con ROD.

Palabras Clave: bioMOF, acidos fendlicos, acido gélico, acido protocatéquico, curcumina,

rodamina.
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Synthesis of bioMOFs from phenolic acids present in agroindustrial cocoa wastes
as antioxidant therapeutic agents

In this doctoral thesis, we initially describe the synthesis of a novel bioMOF and the
optimization of the synthesis of an already reported bioMOF. Syntheses that in parallel led
to the obtaining of an additional material, a zirconium coordination structure, with attractive
structural features for the area of catalysis. In all these cases, scalable and environmentally
friendly synthesis conditions were sought using phenolic acids (commercial reagents)
present in agroindustrial cocoa residues. Considering the latter, the purification process of
phenolic acids, especially gallic acid and protocatechuic acid, from the extracts obtained

from these residues was optimized.

Additionally, the potential of the synthesized bioMOFs was studied as controlled release
systems of binders and molecules with therapeutic interest such as curcumin and
rhodamine, and against cellular panels, one of them of high resistance, where the

cytotoxicity against each synthesized material was determined.

The initial chapter shows a vision of the horizon regarding agroindustrial wastes as sources
of chemical components with technological potential, in addition to the importance of finding
new technologies that give added value to the wastes originated in the cocoa industry of
the country, taking advantage of the medicinal contribution present in the cocoa shell and
husk, thanks to its chemical composition rich in polyphenols. Likewise, it is demonstrated
that the synthesis of bioMOFs is a novel strategy that allows the development of porous
materials from phenolic acids, and that currently the use of MOF precursors from renewable

sources is a topic of great scientific interest.
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Following this, the second chapter provides a comparison of reported conditions for a
bioMOF based on gallic acid (GA) versus the use of ultrasound-assisted synthesis, and
sul fate as a magnesium precursor, seeki
experimental synthesis conditions for when the plant extract is used, thus reaching
conditions considered more environmentally friendly. Subsequently, the synthesis and
characterization of a new biocompatible structure, obtained from protocatechuic acid (PCA)
during the attempts to form bioMOFs with this ligand called bioUNAL-1, is presented.
Additionally, the obtaining of a cluster based on zirconium and sulfates/acetates as ligands
is detailed, which is obtained only in the presence of phenolic acids and acetic acid, the
latter initially added as a synthesis modulator. This last result was published in an

international journal.

The third chapter shows a broad exploration of the extraction conditions of phenolic
compounds (extraction technique, time, temperature, residue/solvent ratio and extraction
solvent mixture) in cocoa husk and bean shell, it is worth noting that this optimization was
focused on the search for experimental conditions that would lead to obtain the highest
percentage of extraction of gallic acid and protocatechuic acid. And thus, to use this extract
rich in both acids as a source of organic linker in the synthesis of bioMOFs. Finally, after
multiple purification experiments, the synthesis of bioMOF using magnesium and zirconium
sulfate salts is shown, where the experimental conditions used were those reported in the
previous chapter. In this synthesis of zirconium and magnesium materials with the purified
acids, characterizations and analyses that point out the effects of the conditions and
interferences in the final products are presented, and some techniques that can improve

the synthesis of bioMOFs with the aforementioned components are proposed a priori.

The fourth chapter shows the characterization of the bioMOFs synthesized in the document
(Mg(Hzgal).2H.O_D and bioUNAL-1) when they are in the presence of different media and
conditions, in order to establish the stability of both materials. In this section, some
interactions of the materials with the evaluated media, the structural changes of the
released organic ligands (gallic acid and protocatechuic acid), as well as their release
kinetic behaviours, adjusting to kinetic models of controlled drug release, are presented.
Finally, the in-situ synthesis of these materials in conjunction with two molecules of

biological interest: rhodamine 6G and curcumin and in the structure of the material, as well
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as the study of structural changes and the release kinetics of the organic ligands, together

with the incorporated molecules, with special focus on curcumin, are shown.

The final section, the fifth chapter evaluates the biological response of the reference
bioMOFs Mg(H-gal).2H,0,) and bioUNAL-1, as part of the evaluation, the results related to
biological assays performed in different cellular panels (normal and cancerous) are shown.
Firstly, the cytotoxicity and the tendency of the apoptosis mechanism in the evaluated cells
generated by the materials, in parallel, the effects on cell morphology and the type of
cellular affectation are analyzed. Finally, the bioMOFs with curcumin (CUR) and rhodamine
(ROD) incorporated are shown, in which by means of MTT assay and fluorescent optical
microscopy the effects related to the antioxidant activity of CUR and the fluorescent

labelling of the cells with ROD are evidenced.

Key words: bioMOF, phenolic acids, gallic acid, protocatechuic acid, curcumin, rhodamine.
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Introduccion

En los Ultimos afios, Colombia se ha destacado por la produccién de granos de cacao fino
y con aroma, caracteristicas que le han otorgado diferentes reconocimientos a nivel
mundial. Adicionalmente, el cacao ha sido posicionado como el principal sustituto de
cultivos ilicitos en el pais, apoyado por la Consejeria Presidencial para la Estabilizacion y
la Consolidacién.! Esto ha ocasionado que la produccién de cacao tenga un importante
crecimiento en los Ultimos afios, con una cifra récord de produccién anual estimada en
69.040 toneladas en el afio 2021.? Sin embargo, de esta gran cantidad de toneladas mas
del 80% corresponde a residuos agroindustriales,® ya que solo el 12% del fruto,
correspondiente al grano, es comprado por la industria del chocolate.* Lo cual genera gran
preocupacion por parte de los cacaocultores, ya que hasta el momento dichos residuos
agricolas (cascara del fruto y pulpa) son considerados desechos y muy poco es usado para
la generacién de abono orgéanico y alimento para animales.® Adicionalmente, la relacion
costo i beneficio del cultivo de cacao muestra un alto costo de la mano de obra con
respecto a los granos de cacao que se obtienen durante el proceso agroindustrial,®
convirtiéndose en necesidad urgente el desarrollo de nuevos subproductos con valor

agregado basados en la biomasa generada durante dicho proceso.

Por lo tanto, y en bisqueda de incrementar la rentabilidad de los cultivos de cacao, a partir
del aprovechamiento de los subproductos de desecho generados, en los ultimos afios, el
estudio de la composicion quimica de la cascara y cascarilla del cacao ha mostrado que
estos residuos tienen potencial aplicacion en descontaminacion ambiental, aditivos para
alimentos y salud humana.® Un ejemplo de ello son las estrategias enfocadas a la
obtencion de pectinas para mermeladas artesanales o poliuretanos para usos horticolas a
partir de la cascara y pulpa del cacao.” Por su parte la cascarilla de cacao, residuo
generado durante el proceso industrial, se ha propuesto como componente de infusiones
otorgandole diferentes propiedades terapéuticas atractivas al ser mezclada con hierbas
medicinales.® Lo anterior esta soportado en los recientes hallazgos que muestran la

presencia de acidos fendlicos en estos subproductos® incentivando investigaciones
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enfocadas al aprovechamiento de sus propiedades medicinales, interesantemente en

algunos casos involucrando la quimica de los nanomateriales.*°

Dentro de esta gran familia de enfoques a nivel nanométrico, las redes metalorganicas
(MOFs) se han destacado en la liberacién controlada de farmacos gracias a sus excelentes
propiedades fisicoquimicas,!! lo cual se refleja en el incremento de estudios relacionados
en el campo biomédico, confirmando asi su uso potencial en dicha aplicacion.'? Sin
embargo, se han encontrado algunos obstaculos relacionados con la toxicidad de los
ligandos organicos empleados al desintegrarse el MOF bajo condiciones fisiolégicas.'® Es
por ello que, en la busqueda de aumentar la biocompatibilidad en el organismo, han surgido
las redes metalorganicas biolégicas (bioMOFs), una subclase de MOFs en donde se
emplean biomoléculas como ligandos organicos y centros metalicos con bajos niveles de

toxicidad.*

Dentro del grupo de biomoléculas que han sido empleadas como ligando organico en los
bioMOFs, los acido fendlicos han sido poco explorados, siendo el acido galico el mas
estudiado,® y recientemente, el acido protocatéquico,'® asi como el &cido cafeico.l” Por
otro lado, iones metalicos con baja toxicidad, como magnesio y zirconio, han sido
explorados, el primero de ellos como ion activo en mecanismos celulares,® y el segundo

de ellos por su estabilidad estructural.®

Conociendo la naturaleza de los bioMOFs, y su potencial uso en el campo biomédico, asi
como la composicion quimica de la cascara y cascarilla de cacao, la obtencion de bioMOFs
basados en &cidos fendlicos, presentes en extractos de residuos agroindustriales de
cacao, es una alternativa atractiva para aprovechar dichos residuos generados en la
industria cacaotera del pais. En ese sentido, el propésito de esta investigacion doctoral fue
sintetizar bioMOFs usando &cidos fendlicos presentes en residuos agroindustriales de
cacao, mediante estrategias escalables y medioambientalmente amigables, asi como
estudiar la viabilidad de usar extractos de dichos residuos como materia prima en la
sintesis de bioMOFs. Adicionalmente, se evalud el potencial de los bioMOFs sintetizados
como sistemas de liberacion controlada, y frente a paneles celulares de alto interés

bioquimico.
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En este capitulo inicial se mostrara el estado del arte sobre la importancia de encontrar
nuevas tecnologias y aplicaciones que den valor agregado a los residuos originados en la
industria cacaotera del pais, aprovechando el aporte medicinal presente en la cascara y la
cascarilla de cacao, gracias a su composicion quimica rica en polifenoles. Asi mismo, se
mostrard como la sintesis de bioMOFs es una novedosa estrategia que permite desarrollar
materiales porosos a partir de acidos fendlicos, y que en la actualidad el uso de precursores
de MOFs provenientes de fuentes renovables es una temética de gran interés cientifico.
Finalmente, se mostraran los beneficios como sistemas de liberacién controlada mediante

ejemplos de bioMOFs.

1.1 Residuos agroindustriales de cacao

A nivel mundial y con el paso de los afios, la disposicion de residuos generados por
actividades humanas se ha convertido en una problemética ambiental, econdmica y social.

Dentro de esta, la produccién de biomasa residual de la agroindustria se presenta como

rol ada de f 8r macos

S

| dos fen-11cos present
roindustriales de caca
gandos org8ni cosM@ms ,s?
r
n

r
S



Acidos fendlicos presentes en residuos agroindustriales de cacao, como fuente de ligandos 26
organicos en sintesis de bioMOFs, para el desarrollo de sistemas de liberacion controlada de

farmacos

una gran oportunidad de recirculacion de materias primas, ya que estos residuos se
consideran fuente importante de carbohidratos, proteinas, lipidos y fitoquimicos.?® Gracias
a la presencia de este tipo de moléculas, las cuales tienen un alto potencial tecnolégico y
cientifico, existe interés por transformar esos desechos en fuente de compuestos quimicos
con valor agregado, siendo este el principio de la economia circular, en donde se busca
compensar al tiempo necesidades ambientales y econémicas.?* Considerando lo anterior,
desde diferentes campos de investigacion se estd buscando aprovechar los residuos
agroindustriales, siendo los enfoques mas comunes la produccién de biodiesel, los
sistemas de bioadsorcién de contaminantes, y la extraccion de fitoquimicos presentes en

los residuos.??

Uno de los productos agricolas de mayor interés en la economia circular, y que genera
gran cantidad de residuos en su cadena de produccion, es el cacao, el cual en su proceso
postcosecha desperdicia cerca del 70-80% del fruto.® Considerando la produccién de
granos de cacao a nivel rwmationall(121(98%chdatlas 00 t onel a
para el periodo 2022/2023, podemos decir que se generaronentre 36497 . 200 tonel ada
85.392 toneladas de residuos, respectivamente. Estas cantidades considerables de
biomasa residual, distribuido entre la cascara, pulpa y cascarilla del cacao (Figura 1-1),
requieren de la ejecucion y desarrollo de investigaciones que lleven a valorizar estos
residuos, generando nuevo conocimiento y novedosas aplicaciones comercialmente
atractivas, lo cual indirectamente lleva a mejorar la actual relacién costo-beneficio del
cultivo de cacao.® En el caso de la cascara de cacao, principal residuo generado (67-
76%),%* una revision hecha por L. Porto de Souza Vandenberghe et al. clasifica a los
productos de aprovechamiento de este residuo entre tradicionales (carbon activado,
fertilizantes, alimento para animales, entre otros) y de valor agregado (biopolimeros y

biocombustibles).°

Pulpa
8 7798% 0§ “
ﬁo 21-23% \
e | P ==
Fermentacion C asca n-”a Transformacion T D
. 21-23%
Cascara
67-78%
Residuos agricolas Residuo industrial Industria del chocolate

Figura 1- 1. Biomasa residual; cascara, pulpa, y cascarilla, generada en el proceso agroindustrial
de produccion de chocolate.
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Por su parte, la pulpa de cacao ha sido destinada a la industria de alimentos, en donde se
destacan la fabricacion de mermeladas, bebidas, confiteria,®® y en la obtencién de
celulosa.?® Similar a la cascara, la cascarilla de cacao se ha empleado en la elaboracion
de productos tradicionales, aunque recientemente se han propuesto usos alternativos
como la sintesis de biopolimeros tipo polihidroxialcanoatos,?” y en la industria alimentaria
y farmacéutica, estas Ultimas a causa de los beneficios a la salud humana que puede
aportar su composicién quimica.?® De lo anterior se puede inferir que las estrategias mas
recientes sobre el aprovechamiento de los residuos agroindustriales de cacao se enfocan
principalmente en generar materiales con valor agregado basados en la composicion

guimica de los residuos.

1.1.1Composicion quimica de cascara y cascarilla de cacao

En los ultimos afios, la identificacion de moléculas bioactivas presentes en residuos
vegetales se ha convertido en una tendencia en investigacion, debido a que estas
moléculas provenientes de procesos agroindustriales podrian ser aprovechados como
materia prima o compuestos bioactivos en diversas aplicaciones.? Tal es el caso de la
cascara y cascarilla de cacao, biomasa residual con potencial uso debido a: i. composicién
guimica rica en lignina, polisacéaridos, lipidos, vitaminas, algunos aminoéacidos libres, y
compuestos fenodlicos;* ii. sus propiedades fisicoquimicas, especialmente su capacidad
de hinchamiento, y retencién de agua y aceite; y iii. la actividad antioxidante que se ha

encontrado en algunos de sus componentes.3!

Dentro de la basqueda de moléculas bioactivas, recientemente se han encontrado acidos
fendlicos en la cascarilla de cacao, siendo el acido protocatéquico (PCA) el compuesto
mayoritar i o?Smi&nentd inesgtigagones relacionados con la composicion
guimica de la cascara de cacao han reportado la presencia de varios acidos fenolicos como
galico (GA), cumarico, y de nuevo el PCA, entre otros, siendo en este residuo el GA el
compuest o mayor i B2®dentroode é¢stRidvesiigacores s ha establecido
gue la composicion final de compuestos fendlicos extraidos esta fuertemente influenciada
por el tipo de pretratamiento de secado al que es sometido el residuo, asi como de la
geografia en donde se encuentra el cultivo de cacao y el sistema de solvente utilizado en

la extracciéon.®® Todo lo anterior muestra que, para llegar a usar la biomasa residual del
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cacao Colombiano en aplicaciones tecnoldgicas, es necesaria la caracterizacion de los
extractos obtenidos a partir de dichos residuos estableciendo muy bien la metodologia de
extraccion, con el fin de hacer una cuantificacion reproducible de la composicion quimica

de &cidos fendlicos que puedan ser aprovechados posteriormente.

1.2 bioMOFs

Durante los ultimos 30 afos, las redes metal organicas (MOFs, Metal-Organic
Frameworks) han generado una gran biblioteca de atractivos compuestos porosos con
caracteristicas de gran interés cientifico y tecnolégico, las cuales permiten un amplio rango
de aplicaciones como separacion y almacenamiento de gases, catdlisis, quimiosensores,
liberacion de farmacos, entre otros.>* Estos materiales, también llamados polimeros
porosos, estdn conformados por la unién entre clister metalicos y ligandos organicos
(Figura 1-2), formando estructuras uni, di y tridimensionales, con gran diversidad quimica
gracias a las infinitas combinaciones que pueden construirse (Figura 1-2 B).*
Considerando su atractivo comercial, algunos enfoques en su escalamiento industrial
involucran el uso de mecanoquimica, solventes organicos verdes, sales metalicas con
menor peligrosidad o corrosion, y ligandos organicos personalizados, especificamente en
relacién a su disponibilidad.*® Pero, por otro lado, el crecimiento en la produccién y la
aplicabilidad de los MOFs ha generado preocupaciones relacionadas con los riesgos en
salud y el desarrollo sostenible, por ejemplo debido a la exposicion directa o indirecta de
MOFs sobre humanos y organismos vivos. En una revision realizada por Hao et al. se
afirma que al comparar diferentes metales y ligandos organicos por separado, aquellos
componentes con menor toxicidad pueden reducir la toxicidad del MOF en estudio,

especialmente cuanto el MOF libera ligando y metal en células.®’
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Figura 1- 2. (A) Esquema general para la formacion de un MOF. (B) Estructuras de MOF obtenidas
segun el cluster metalico y ligando organico utilizado. Adaptado de Sharmin & Zafar.38

Adicionalmente, las aplicaciones médicas, las cuales involucran contacto directo con
MOFs, han mostrado la necesidad del uso de ligandos con baja o nula toxicidad.?® En este
campo, algunas biomoléculas pueden desempefiar un rol importante como ligandos
organicos en la construccion de MOFs, gracias a cumplir este requerimiento, pero ademas
a la gran variedad en los modos de coordinacién con metales, sumado a su presencia en
fuentes renovables abundantes y de bajo costo.*® Todo esto ha originado una nueva
subfamilia de MOFs conocida como redes metalorganicas biolégicas (bioMOFs, biological
Metal-Organic Frameworks), en donde bases nitrogenadas, aminoacidos, péptidos,
carbohidratos y otras biomoléculas, han sido utilizadas como ligandos organicos
multifuncionales.** La Figura 1-3 muestra el uso de L-alanina, glicil-histidina, adenina y
ciclodextrina, con centros metdlicos de niquel,** cobre,*? cobalto*® y rutenio,** para la
obtencion de estructuras cristalinas y porosas. Cabe resaltar que lo anterior también lleva
a prever biocompatibilidad en MOFs basados en moléculas enddgenas (bases
nitrogenadas, aminoacidos, péptidos, carbohidratos y otras biomoléculas),® como es el
caso de MIL88A, un bioMOF basado en hierro y acido fumarico, el cual presentd baja
citotoxicidad contra macréfagos, lo cual los autores atribuyen a los bajos valores de dosis
letal 50 (LDso) de sus componentes (LDso = 30 g/kg para hierro; LDsg = 10,7 g/kg para acido

fumarico).*
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Asi mismo, otras biomoléculas, como los metabolitos secundarios, han sido estudiados en
la formacion de bioMOFs terapéuticamente activos. Por ejemplo, para la sintesis de
mediMOF-1 (Figura 1-3) se utilizO curcumina, un polifenol con propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes, demostrando que los bioMOFs, y en este caso el ligando
organico, pueden ser empleados como ingredientes bioactivos y no solo como vehiculos
transportadores de moléculas.’* En ese sentido, la incorporaciéon de moléculas activas en
estructuras tipo MOFs es una alternativa que facilita la liberacién del principio activo bajo
condiciones fisiolégicas, tras la destruccién del material poroso.*’ Interesantemente,
biomoléculas como los acidos fendlicos que se destacan por su potencial antioxidante,
actividad antimicrobiana, anticancerigena, antinflamatorio, entre otras, han sido poco

explorados como ligandos bioactivos en la sintesis de bioMOFs.*®
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Figura 1- 4.(A) Estructura quimica de curcumina. (B) Unidad basica de mediMOF-1. (C) Vista de

mediMOF-1 con varias unidades basicas.14

1.2.1Acidos fendlicos como ligandos organicos

Los &cidos fendlicos pertenecen a la familia de los compuestos fendlicos, estos ultimos con

un papel fundamental en la reduccion de especies oxidativas de oxigeno (ROS, reactive

oxygen species) y nitrégeno (RNS, reactive nitrogen species), generadores de estrés

oxidativo a nivel celular. Actividad relacionada con la presencia de dobles enlaces

conjugados y grupos funcionales con pares de electrones libres en la estructura,

caracteristicas que permiten la estabilizacion de radicales libres, estos ultimos precursores

de dafios oxidativos.*® En el caso particular de los &cidos fendlicos, derivados hidroxilicos

de acidos carboxilicos aromaticos, y conformados por un solo anillo fenélico,*® estos

pueden considerarse como biomoléculas sintéticas o naturales,® entre los cuales se

incluyen los acidos hidroxibenzéicos e hidroxicinamicos (Figura 1-5).

A B
0] 0]
Y Ton | e Y OH
/e /<
HO HO
Acido hidroxibenzoico Acido hidroxicinamico

Figura 1- 5. Estructuras representativas de biomoléculas del tipo acido fendlico.
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Considerando la posibilidad de que los &cidos fendlicos tengan una interaccion con
metales, caracteristica necesaria para formar estructuras tipo MOF, se ha demostrado la
capacidad de coordinacion de los extremos carboxilato y pirogalato presentes en los &cidos
fendlicos. Asi, bioligandos derivados del &cido hidroxicinamico, como los &cidos ferdlico y
cafeico, han sido empleados en la sintesis de bioMOFs con aplicacion en almacenamiento
de gases,®? y en el tratamiento contra cancer de seno,* respectivamente. Es conveniente
aclarar nuevamente que, la mayoria de bioMOFs reportados en la literatura cientifica estan
basados en &cidos fendlicos sintéticos, los cuales conservan una estructura quimica
idéntica a su homologo fendlico presente en la naturaleza.® Hasta el momento solo el
bioMOF reportado por Zeraati et al.>® ha sido obtenido con acido cafeico de origen natural
(Figura 1-6), es decir, extraido de una fuente vegetal (Satureja hortensis), pero se debe

resaltar que el extracto de esta especie de planta no es un residuo agroindustrial.

A B

HO XN OH

HO

Figura 1- 6. (A) Estructura quimica del &cido cafeico. (B) Estructura propuesta para el bioMOF.
Tomada de Zeraati et al.>®

Por su parte, y muy relacionado con el trabajo de esta tesis, centros metalicos de
magnesio,* calcio,>® cobre® y zirconio®” junto con el acido galico (GA) han sido utilizados
en la formacién de bioMOFs para aplicaciones biomédicas. GA, el cual sin importar si
proviene de una fuente natural u obtenido sintéticamente, la literatura cientifica lo considera
una biomolécula.®® Asi mismo, se han explorado iones lantanido en la sintesis de
materiales con propiedades luminiscentes,*® asi como con niquel o cobalto, buscando la
separacion de hidrocarburos en procesos petroquimicos.’® Similarmente, en el 2022 se
publicé el uso por primera vez del acido protocatéquico (PCA) como bioligando en
compariia de cobre como centro metdlico, encontrandose en literatura 3 investigaciones

qgue varian la sal metalica (CuNO3s, CuSO4, Cu(COOH),) y la metodologia de sintesis
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(microondas, solvotérmicas y mecanoquimica), obteniendo un bioMOF que ha sido
evaluado en actividad antibacterial,>® como transportador de rifampicina para tratamientos

contra tuberculosis,*® y en captura de contaminantes presentes en agua.®

Lo anterior es de gran interés considerando el contenido de GA y PCA en los residuos
agroindustriales de cacao. Ya que la presencia de estas moléculas en los residuos se
presenta como una oportunidad para el desarrollo de materiales avanzados, tipo bioMOFs,
gue permitan ademés de dar valor agregado a los residuos, aprovechar las propiedades
gue caracterizan a los compuestos fendlicos en aplicaciones tecnolégicamente

atractivas.5!

1.3 Sintesis de MOFs a partir de fuentes renovables

A lo largo de la ultima década, la sintesis y aplicacion de cerca de 80.000 nuevos MOFs
han sido reportados. Sin embargo, y pese al gran interés cientifico y tecnolégico que este
ndmero representa, el impacto ambiental de las metodologias convencionales de sintesis
es una limitante para su escalamiento industrial, por lo cual recientemente se ha explorado
la sintesis de MOFs mediante los principios de la quimica verde.®? Respecto a esto, se ha
propuesto, entre muchas posibilidades, el uso de fuentes renovables de metal y ligando
organico, acompafiado de solventes verdes, enfoque que ademas de aprovechar los
residuos industriales, permite la produccién de materiales con alto potencial tecnolégico

con gran valor agregado, y amigables con el medio ambiente.®?

Al respecto, algunas sintesis de MOFs involucran solo una fuente renovable, es decir, el
ligando organico o el metal provienen de residuos, pero no los dos. En cuanto al ligando,
el acido p-tereftalico ha sido el que mayor interés a tenido, proveniente de botellas de
polietilen-tereftalato (PET),%* o de residuos textiles de poliéster.®®> Por su parte, metales
como vanadio y cromo, asi como cobre, aluminio y niquel, procedentes de residuos
industriales®®®” y baterias,®® se encuentran en la literatura. Sin embargo, también se ha
reportado la sintesis de MOF con dos fuentes renovables al tiempo, usando de nuevo acido
p-tereftalico en compafiia de cobre, calcio y aluminio, provenientes de aguas residuales de
la industrial textil y placas de circuitos impresos,®® o botellas PET con cascaras de huevo,”

y con latas de bebidas.” Estos ejemplos (Figura 1-7) muestran que hay un interés cientifico
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creciente en el uso de residuos para la sintesis de MOFs, como lo demuestra una reciente
revision relacionada con la sintesis sostenible de estos materiales.”? Esfuerzos que se han
enfocado mayoritariamente en residuos industriales, dejando a los residuos
agroindustriales como un tépico poco explorado. Lo anterior puede deberse a que los
residuos agroindustriales presentan composiciones quimicas mas diversas, complejas y

heterogéneas cuantitativamente que un residuo industrial, como un textil, por ejemplo.
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Figura 1- 7.Algunos ejemplos de MOFs sintetizados con precursores provenientes de fuentes
renovables. Reportes adicionales son recopilados por Boukayouht et al.”2

1.3.1Extractos vegetales como fuente de bioligandos

En la ciencia de materiales, los compuestos fendlicos derivados de plantas se han
propuesto como materia prima para el desarrollo de materiales sostenibles,” considerando
su abundancia natural y baja toxicidad. Interesantemente, la capacidad que poseen los
compuestos fendlicos de coordinar especies metalicas los lleva a ser excelentes
candidatos para la formacion de polimeros de coordinacibn como los MOF, siendo la
cristalinidad uno de los desafios en este campo de investigacion.” Empleando esto, Ghosh

et al. sintetizaron un MOF a partir de extractos de té negro y zinc-formiato, el cual presenté
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bioactividad al unirse con el ADN.” Para este MOF, los autores mencionan su interés por
el uso de extractos vegetales en la sintesis de complejos metdlicos, pero no se evidencia
cual es el papel del extracto en la sintesis del MOF obtenido, ya que los compuestos del
extracto no hacen parte de la estructura.

Un caso diferente al anterior, es la sintesis de un MOF usando el extracto de Satureja
(Satureja hortensis) como fuente de acido cafeico, el cual actia como ligando en la
formacion de un bioMOF con aluminio (Figura 1-8 A), MOF que adicionalmente presenta
actividad contra el cancer de seno.'” Los autores aclaran que el uso del extracto vegetal
se debe a la solubilidad en medio acuoso del ligando de interés, facilitando de esta forma
la sintesis verde del bioMOF. Similarmente, Sirajunnisa et al. reportaron el uso de extractos
de las hojas de Henna (Lawsonia inermis) como fuente de &cido hennotanico, una
hidroxinaftoquinona empleada como pigmento natural, la cual junto al hierro y zinc llevo a
la formacion de bioMOFs (Figura 1- 8 B) con propiedades fluorescentes, los cuales pueden

emplearse en el biosensado y bioimagenes de células.’®
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Figura 1- 8.llustracion de la obtencion de bioMOFs a partir de extractos vegetales como precursor
de ligando orgéanico.1753.76

Es necesario resaltar que la materia prima vegetal utilizada en la sintesis de estos
materiales no corresponde a residuos agroindustriales, pero evidencia la viabilidad de usar

extractos vegetales como fuente de ligandos organicos en la sintesis de estructuras tipo
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bioMOFs. Lo anterior, sumado a la importancia de la cristalinidad que debe caracterizar un
MOF, y la necesidad de optimizar los procesos de extraccion de ligandos de interés en
residuos agroindustriales explica la complejidad de lograr la sintesis de bioMOFs partiendo
de extractos vegetales, encontrandose hasta el momento solo estos dos reportes
cientificos de MOFs 100% naturales.

1.4 bioMOFs como sistemas de liberacién controlada

En el campo de la medicina, y en la blusqueda de nuevos nanomateriales, los bioMOFs se
han convertido en materiales promisorios como sistemas de transporte y liberacién de
farmacos.’’” Ya que adicional a la alta porosidad de los MOFs, los centros metalicos y
ligandos empleados en la sintesis de bioMOF se caracterizan por su baja o nula toxicidad
y alta biodegradabilidad, cualidades de importancia al entrar en contacto con seres
vivos.*® Es asi como bioaplicaciones antimicrobianas, imagenes médicas, control
terapéutico, entre otras, en las que los MOFs convencionales presentaban obstaculos, son
ahora posibles gracias al uso de biomoléculas en los bioMOFs.” Adicionalmente, los
bioMOFs como transportadores presentan otras ventajas, como la posible liberacion
simultanea del bioligando (el cual también puede tener una actividad biol6gica importante,
como el PCA), centro metdlico y principio activo cargado (Figura 1-9), coliberacién que ha

demostrado efectos sinérgicos, por ejemplo en aplicaciones farmacéuticas.®%8!
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Figura 1- 9.Ventajas del uso de bioMOFs como sistemas de liberacién controlada.

Considerando la importancia del desarrollo de tratamientos médicos eficientes, que
reduzcan efectos secundarios y cantidad de dosis suministrada en los pacientes, los

bioMOFs con efecto terapéutico se comentaran seguidamente.
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1.4.1Agentes terapéuticos

Gracias a la capacidad de interactuar con sistemas biologicos, los bioMOFs han
demostrado responder a diferentes estimulos del cuerpo humano, como pH, temperatura,
niveles de glucosa, entre otros, logrando la liberacién dirigida y sostenida del farmaco en
el ambiente deseado.®? Es asi como cada dia se desarrollan nuevas estructuras con el fin
de encontrar un efecto terapéutico anhelado, por ejemplo un bioMOF basado en &cido
ascorbico y zinc (BioNICS-1) demostré liberacién controlada de farmacos de pequefio
tamanfio gracias a su microporosidad. Desafortunadamente, en este trabajo los autores solo
grafican el porcentaje de liberacion correspondiente a cationes Zn?*, como puede verse en
la Figura 1-10 A.82 Otro ejemplo de bioMOF con potencial uso en el campo biomédico es
el mediMOF-1, estructura basada en curcumina como ligando organico, que al degradarse
permite la liberacién controlada de ibuprofeno, lo cual se evidencia en el porcentaje

liberado gradualmente en el tiempo del principio activo (Figura 1-10 B).8
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Figura 1- 10.Ejemplos de bioMOFs como agentes terapéuticos: (A) Liberacion de Zn?* proveniente
de bioNICS-1 al entrar en contacto con solucidn buffer de fosfato (azul), agua (rojo) y solucion salina
(verde). (B) Liberacion de ibuprofeno (mostrado en el centro del bioMOF) proveniente de

encapsulacion, y curcumina proveniente de medi-MOF-1 . Adapt ado ceeal ®ywJuHg e k ,

et al.8

Recientemente, y relacionado con el uso de acidos fenélicos como ligandos (tema central
de esta tesis), se demostré el potencial terapéutico de un bioMOF formado por GA y

magnesio, como portador de cannabidiol (CBD), y su efecto en el glioblastoma (cancer en

T.
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cerebro y medula espinal). Asi mismo se corroboré la liberacion controlada del ligando
(Figura 1-11 A), centro metélico (Figura 1-11 B), y el principio activo (Figura 1-11 C). En
la Figura 1-11 D se evidencia la reduccién de la poblacion de estas células cancerosas
gracias a la coadministracién sostenida del GA (proveniente del bioMOF) y CBD.8°
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Figura 1- 11.Perfiles de liberacion de: (A) GA, (B) magnesio, y (C) CBD en tres medios: Agua (azul),
buffer fosfato a pH 7,2 (verde) y pH 4,2 (rojo). (D) Viabilidad en la linea celular glioma C6 ante el
contacto con CBD, GA, el bioMOF sin CBD (Mg(Hzgal)) y cuando se ha encapsulado el principio

activo ((Mg(Hzxgal)@CBD). Concentracién alta: 100eg/mL(6e M de CBD); conc®ntraci
egimL(3¢e M de CBD); conb&egml(0@ceiM ndebaGBD) . Adapt &tdo

al. 85

Finalmente, en relacion al uso de fuentes naturales renovables para la obtencion de MOFs
con aplicacion en nanomedicina, N. Rabiee et al. exaltan tres ventajas que caracterizan
estos recursos en el desarrollo de materiales sostenibles: biodegradabilidad,
biocompatibilidad y baja toxicidad. En el caso de los bioMOFs, los autores mencionan el
uso de extractos de origen vegetal como recubrimientos de superficie, lo cual permite
reducir la citotoxicidad de los MOFs, logrando mejorar su interaccion con paredes
celulares. Adicionalmente, los autores resaltan que hay pocos reportes de bioMOFs
basados en fuentes naturales renovables y desarrollados como transportadores eficientes
de farmacos.®® Con lo anterior se fortalece la importancia de aportar en la sintesis

sostenible y escalable de materiales que puedan ser aplicados como futuros tratamientos

n

m e

Shar |
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contra diversas enfermedades, como es el caso de la presente tesis doctoral, en la cual se
ha propuesto el desarrollo de bioMOFs basados en residuos agroindustriales como futuros
agentes terapéuticos antioxidantes.

1.5 Propdsito y objetivos de la investigacion

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente expuesto, la presente tesis doctoral tiene como
propésito el desarrollo de bioMOFs a partir de acidos fendlicos presentes en residuos
agroindustriales de cacao, y sales metéalicas de magnesio y zirconio, junto a su evaluacion
como agentes terapéuticos antioxidantes y con actividad citotéxica en lineas cancerosas.
Simultaneamente, se estudiaron condiciones de sintesis verde y escalable de bioMOFs,
asi como la contribuciéon de nuevas estructuras basadas en acidos fenélicos, biomoléculas

poco estudiadas como ligandos organicos.

Los objetivos especificos propuestos para lograr el propdésito de la investigacion son los
siguientes:

A Optimizar las condiciones de reaccién en la sintesis de bioMOFs obtenidos con
acido protocatéquico (grado reactivo) como ligando, y magnesio/zirconio como
centros metalicos.

A Sintetizar bioMOFs empleando acidos fendlicos presentes en el extracto de
residuos agroindustriales de cacao en condiciones de reaccion previamente
optimizadas.

A Estudiar la desintegracion de los bioMOFs bajo condiciones fisiolégicas.

A Evaluar la actividad antioxidante y citotoxica de los bioMOFs mediante ensayos in
vitro.

Por lo tanto, en este primer capitulo se present6 el estado del arte relacionado con el
aprovechamiento de residuos agroindustriales, bioMOFs basados en acidos fendlicos, la
sintesis de MOFs usando precursores provenientes de residuos industriales, y bioMOFs
como sistemas de liberacién de farmacos. El capitulo 2 mostrara el trabajo experimental
relacionado con la sintesis y caracterizacion de bioMOFs basados en acido gélico y
protocatéquico (compuestos obtenidos comercialmente y grado reactivo), mediante

metodologias de sintesis verde y escalables. El capitulo 3 detalla la optimizacion del
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proceso de extraccion de acidos fenodlicos obtenidos de cascara y cascarilla de cacao,
enfocado en obtener reproducibilidad y mayor eficiencia en la extraccion de dichos &cidos,
capitulo que finaliza mostrando el uso de este extracto rico en acidos fendlicos en la
sintesis de bioMOFs. El capitulo 4 estudia la estabilidad estructural de los bioMOFs
obtenidos y de las biomoléculas presentes en el bioMOF al ser liberadas, en presencia de
diferentes condiciones de pH. Finalmente, el capitulo 5 evalla los efectos citotoxicos y la
actividad antioxidante de los bioMOFs al entrar en contacto con lineas celulares normales
y cancerosas (Figura 1-12).

Introduccién

Capitulo 1

Revision literatura

Acidos fenélicos presentes en residuos
agroindustriales de cacao, como fuente de
ligandos organicos en sintesis de bioMOFs,
para el desarrollo de sistemas de liberacién

controlada de farmacos

Capitulo 2 Capitulo 3 Capitulo 4 Capitulo 5
Sintesis y caracterizacion de Sintesis de bioMOFs basados Estabilidad estructural de Evaluacion de citotoxicidad
hioMOFs basados en en ligandos presentes en bioMOFs y biomoléculas y actividad antioxidante de
ligandos grado comercial residuos agroindustriales de liberadas en condiciones bioMOFs
cacao fisiolégicas
Perspectivas

Figura 1- 12.Resumen de estructura y contenido de la tesis.

1.6 Originalidad de la tesis

Al realizar un sondeo en la base de datos SciFinder", empleando la palabra MOFs, se
encuentra un total de 118.100 (fecha de actualizaciéon 09/10/2024) resultados partiendo
desde 1990, afio de su descubrimiento (Figura 1-13). Por otra parte, al usar la palabra
bioMOFs, se encuentran reportados 288 trabajos, destacando que el afio con mas reportes
fue el 2022 (40), pero en el afio en curso se han reportado 38 investigaciones (Figura 1-

13), demostrando el gran interés por estos materiales y su acelerado desarrollo. Por otro
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| ado, al empl ear como pal abrasduacd avemd sfZ2une retse &

aparecen 45 estudios, en donde la mayoria de trabajos reportados emplean botellas PET
como fuente de &cido tereftalico, ligando organico usado en el MOF. Al refinar la basqueda
a bioMOFs reportados con ligando orgénico extraido de plantas, los resultados se reducen
a 3, los cuales han sido publicados en los ultimos dos afios (2022/2023), destacando que
esta tesis de doctorado inici6 en el afio 2019, antes de que se publicara el primer trabajo
sobre el tema. Por consiguiente, la busqueda realizada evidencia que el uso de extractos
vegetales, como fuente de ligando organico en sintesis de bioMOFs, es un campo en
crecimiento, y particularmente el uso de residuos agroindustriales, es un enfoque
novedoso con alto aporte al estado del arte, tanto para el desarrollo de nuevos materiales,

como el aporte y valor agregado que se otorga a la cadena de produccién agroindustrial.
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Figura 1- 13. Resultados de la busqueda realizada con palabras clave relacionadas con el proyecto
doctoral
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Considerando que no existe una metodologia general para obtener bioMOFs basados en
el &cido protocatéquico, antes de realizar la sintesis de los bioMOFs partiendo de extractos
de la biomasa residual del cacao, en este capitulo se presenta la sintesis de los bioMOFs
de interés a partir de ligandos puros, y comercialmente disponibles. Tratar de obtener una
metodologia reproducible para la sintesis de MOF a partir de una mezcla de compuestos,
como la generalmente encontrada en un extracto vegetal, no es una practica
recomendable. De manera que, es mucho mas apropiado obtener el MOF desde
compuestos puros, y esta metodologia de sintesis establecida, posteriormente aplicarla
usando el extracto vegetal que tenga dentro de sus componentes el ligando de interés y
analogo al comercial inicialmente usado. Con esto se busca comparar la metodologia de
sintesis propuesta (si el MOF ya es conocido) con la reportada o llegar a novedosas
metodologias de sintesis, obteniendo asi las mejores condiciones experimentales para ser
aplicadas en la sintesis de bioMOFs usando extractos de residuos agroindustriales de

cacao, tema que sera abordado en el capitulo 3.

Por lo tanto, al inicio del presente capitulo se comparan las condiciones reportadas para
un bioMOF basado en acido galico (GA) versus el uso de sintesis asistida por ultrasonido,
y sulfato como precursor de magnesio, buscando las condiciones experimentales de
s2ntesi s m&xalaileseyrapr@isdas para cuando se use el extracto vegetal.
Posteriormente, se presenta la sintesis y caracterizacion de una nueva estructura
biocompatible, obtenida a partir de acido protocatéquico (PCA) durante los intentos de
formar bioMOFs con este ligando, la cual se caracteriza por clasificarse en un sistema
cristalino monoclinico y con un grupo espacial P2, MOF denominado bioUNAL-1.

Finalmente se muestra la obtencién de una estructura cristalina inorganica basada en
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zirconio y sulfatos/acetatos como ligandos, la cual es obtenida Unicamente en presencia
de acidos fendlicos y 4cido acético, este ultimo adicionado inicialmente como un modulador

de sintesis.

2.1 Seccion experimental

Con el propésito de desarrollar bioMOFs que se caractericen por ser obtenidos mediante
procedimientos amigables con el medio ambiente, fue evaluado como fuente de metal al
sulfato de magnesio y/o sulfato de zirconio (como precursores de sal metélica) en lugar de
cloruros, esta Ultima sal reportada para bioMOFs basados en GA. Asi mismo, fue explorado
el uso de metodologias de sintesis mas sostenibles y escalables, con el objetivo de
proponer procesos llamativos para la industria, y de esta forma aportar a una futura sintesis
a gran escala. Adicionalmente, se describe y analiza la obtencién de una nueva estructura,
no reportada antes, tipo bioMOF basada en PCA, la cual se encuentra en linea con los
criterios de sostenibilidad y escalabilidad mencionados anteriormente, denominada
bioUNAL-1. Finalmente, se presenta la obtencibn de un claster formado por
sulfatos/acetatos que coordinan zirconio, donde la presencia de acidos fendlicos, como el
PCAYy GA, es imprescindible, otorgandole una novedosa funcién a estas sustancias dentro

de la sintesis de sistemas supramoleculares.

2.1.1Materiales

Reactivos. Acido galico (GA), acido protocatéquico (PCA), sulfato de magnesio, cloruro de

magnesio, sulfato de zirconio, 4cido acético, hidréxido de potasio, etanol.

A B

HO OH OH
OH OH

Figura 2- 1. Estructuras de acido fendlicos: acido gélico (A) y acido protocatéquico (B).
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2.1.2Caracterizacion

Los espectros de infrarrojo se tomaron con un espectrofotometro Shimadzu IR Prestige-
21, usando pastilla de KBr, y en el rango de 400 a 4000 cm™. Los difractogramas de rayos
X se obtuvieron en un equipo Philips Analytical PW3050/60 con anodo de cobre en modo
Bragg-Br ent ano desde 5A hasta 40A 2d. Los
realizaron en un espectrometro NAP-XPS marca Specs con un analizador PHOIBOS 150
1D-DLD, usando una fuente monocromatica de Al-K U  (6]74e%, 13 kV, 100 W) con
energia de paso de 90 eV para los espectros generales, y 20 eV para los espectros de alta
resolucion. Los analisis termogravimétricos se hicieron en un equipo TA instruments entre
30°C y 800°C, a una velocidad de calentamiento de 5°C/min, bajo atmosfera de nitrégeno.
Las micrografias electrénicas de barrido se tomaron en un microscopio Tescan Lyra 3,
usando detectores de electrones secundarios y retrodispersados. El diAmetro promedio del
material se obtuvo midiendo la distribucién de tamafio en un equipo de dispersién dinamica
de luz (DLS) Nano ZS Zetasizer Marvel a una temperatura de 25°C. La sortometria se
realiz6 en un equipo Autosorb 1Q2 mediante la fisisorcion de nitrdgeno a 77 K. La activacion
se realiz6 tomando aproximadamente 100 mg del bioMOF, el cual se calent6 hasta 100°C

en vacio durante 2 horas, con una rampa de 1°C/min.

2.1.3Sintesis de bioMOFs basados en magnesio

f Acido gélico (GA) como ligando orgéanico

El protocolo para la sintesis del bioMOF basado en GA, denominado como
Mg(Hzg a | )@ gidti6 lo reportado por Cooper et al,>* con algunas modificaciones en la
metodologia de sintesis (reflujo y asistida por ultrasonido), y las sales de magnesio
empleadas (cloruro y sulfato), como se observa en la Tabla 2-1, con el fin de encontrar las
mejores condiciones que permitan un escalamiento a nivel industrial mas viable.

Tabla 2- 1. Parametros de sintesis modificadas (condiciones B, C, y D) con respecto a
Mg(Hzg a | ).@Arepdrtado (condicién A).

Condicion de sintesis Método de sintesis Precursor de sal metélica
A Sistema reflujo
. . MgCl.
B Asistida por ultrasonido
C Sistema reflujo
- ; MgSOs4
D Asistida por ultrasonido

" Condiciones reportadas por Cooper et al.>

espectro
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Considerando las anteriores condiciones, se prepararon tres soluciones, en la primera se
disolvieron 7,75 moles de GA en 8 mL de agua destilada (solucién 1), ajustando gota a
gota su pH con KOH acuoso (10 M) hasta alcanzar un pH = 8. Las otras dos; solucién 2 y
solucién 3, consistieron en disolver cada sal metdlica en dos viales separados: 1,95 moles
de MgCl, en el primero (solucion 2), y 1,28 moles de MgSO. en el segundo (solucion 3),
empleado 1 mL de agua destilada en cada solucién. Las soluciones 1, 2 y 3 fueron
sumergidas por separado en un bafio sonicador durante 5 6 10 minutos, y a continuacion
se mezclaron de la siguiente forma: 2 mL de la solucién 1 con 0,5 mL de solucién 2 6
solucion 3, obteniendo 4 viales. Posteriormente, las mezclas finales se llevaron apH =8y

se sometieron a dos metodologias diferentes, como se observa en el Esquema 2-1.

Ajuste de pH ~N
(solucion KOH 10M)
A B 2 Mg(Hzgal)_A
-7 = . secado a . IR
e - temperatura
. l’fzf" ) Ii! . @‘ ambiente . DRX
solucion A e . Mg(H;gal)_B
N B e —— g(H:g
MaCl N sistema reflujo -
*Ee (24h,100°C) =P . —> > * SEM
— e s, Agua/ .
= ’ “ e 6min/2500 rpm . DLS
i D .
solucion 7 . . N ~ J Mg(H:gal)_C e Sortometria
s
3 3 veces
solucién 3 Mg(Hzgal)_D y
Mgso. asistido por ultrasonido
(1 h, 40°C temperatura final)

Precursores de sintesis Metodologias de sintesis Ciclo de lavado Caracterizacion

Esquema 2- 1. Montaje experimental para sintesis de bioMOF basado en GA.

Para el caso del sistema reflujo, las mezclas (solucién 1 con solucion 2, y solucién 1 con
solucion 3) fueron transferidas a balones de 25 mL, en agitacion constante a 100°C durante
24 horas. Por otra parte, en la sintesis asistida por ultrasonido, las mezclas se mantuvieron
en viales de 10 mL y se colocaron durante 1 hora en el bafio sonicador. Después del tiempo
de reaccion, los solidos obtenidos de coloracion marrdn claro se recuperaron mediante 2
ciclos de lavado (50/50 - agua destilada/etanol) y centrifugacion (2500 rpm, 6 minutos).
Finalmente, estos sélidos fueron secados a temperatura ambiente. Rendimientos: 37%

condicion A, 26% condicién B, 39% condicion C, y 26% condicién D.
1 Acido protocatéquico (PCA) como ligando orgénico

Considerando que a la fecha de ejecucion (21/06/2021) de la sintesis del bioMOF basado
en PCA no existian reportes sobre el uso de esta biomolécula como ligando organico, y

teniendo en cuenta las metodologias de sintesis evaluadas en el bioMOF Mg(H.g a | )& 2 H
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en donde el GA es un ligando organico de estructura similar al PCA, se realizaron
diferentes exploraciones en el laboratorio. Asi, usando PCA como ligando se vari6 el
tiempo de reaccién, relaciones molares y pH, mediante sintesis por sistema reflujo,
encontrando la formacion de un precipitado de coloracién gris no homogéneo (presencia
de particulas negras). Por lo anterior, se decidi6 descartar esta metodologia de sintesis
con el PCA, pasando solo a exploracion de sintesis asistida por ultrasonido, siguiendo
condiciones en donde se encontr6 precipitado de coloracion gris (relacion 2:1
ligando:metal, rango pH de 8 a 10). En relacién a la sal precursora, solo fue tenido en
cuenta el sulfato de magnesio, ya que una de las recomendaciones para la sintesis de
MOFs a gran escala es evitar el uso de cloruros metalicos debido a su alta corrosividad, lo
cual lleva al uso de equipos resistentes a la corrosion, incrementando con ello el costo de

produccién.®’

Siguiendo con la descripciobn mencionados anteriormente, la obtencién del bioMOF
involucré la preparacion de dos soluciones precursoras. La solucion 1 se prepar6
disolviendo 1,66 moles de PCA en 2 mL de agua destilada, ajustando gota a gota su pH
con KOH acuoso (10 M), hasta alcanzar un pH = 9. Por otro parte, la solucién 2 se obtuvo
al disolver 0,83 moles de MgSOs en 1 mL de agua destilada. Ambas soluciones se
sometieron durante 10 minutos a un bafio sonicador, para posteriormente adicionar la
solucion 2 sobre la solucién 1, ajustando el pH de la solucién final (pH = 9). A continuacion,
esta solucién se coloco nuevamente en el bafio sonicador durante 1 hora, y el sélido blanco
obtenido, denominado bioUNAL-1, se recuperd mediante 2 ciclos de lavado (50/50 - agua
destilada/etanol) y centrifugacién (2500 rpm, 6 minutos). Finalmente, bioUNAL-1 se lavo
con etanol y se sec6 a temperatura ambiente (rendimiento 42%). En el Esquema 2-2, se

resume graficamente el procedimiento empleado.

Ajuste de pH
(solucion KOH 10M)
. secado a
temperatura ° :RBMN
o— ‘ .
?@" ambiente . DRX
+ > P — ¢ XPS
—> g - — * SEM
Agua/ ) bioUNAL-1 « DLS
= P Etanol  ©min/2500 rpm « TGA
-~ asistido por ultrasonido \ Ve « Sortometria
solucion 7 solucion 2 (1 h, 40°C temperatura 3 veces
PCA MgS0. final)
Precursores de sintesis Metodologias de sintesis Ciclo de lavado Caracterizacion

Esquema 2- 2. Montaje experimental para la sintesis de bioUNAL-1, material basado en PCA.
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2.1.4 Sintesis de bioMOFs basados en zirconio

Para el caso de la sintesis con zirconio como centro metélico, y considerando la revision
bibliogréafica realizada que tuvo como objeto emplear un enfoque amigable ambientalmente
(agua como solvente y Zr(SO.). como sal metalica). El procedimiento de sintesis consistio
en la preparacion de tres disoluciones (Esquema 2-3). Se prepar6 una solucion 1 con 2,81
moles de GA en etanol, una solucién 2 con 2,45 moles de PCA en etanol, y una solucion
3 con 1,40 moles de Zr(S0.).4H,O en agua destilada. Cada una de las soluciones
anteriores se colocé en un bafio sonicador durante 5 min, asegurando su completa
disolucién. Seguido a ello, las soluciones con &cido fendlico (solucion 1y 2), se dividieron
en 2 viales, adicionando a solo uno de ellos un modulador de sintesis (0,5 mL de &cido
acético). Este modulador de sintesis se us0, ya que se ha reportado su papel en la
obtencién de estructuras altamente cristalinas tipo Zr-MOF basadas en agua,® en donde
la presencia de sitios activos en la estructura son intercambiados por el ligando organico

en el trascurso de la sintesis.®

Posteriormente, se prepard un quinto vial, el cual solo contenia el modulador de sintesis
(muestra denominada Zr(SO4)> mod), sin la presencia de alguno de los acidos fenolicos
(GA 6 PCA). Los cinco viales se colocaron en agitacién constante a temperatura ambiente,
mientras se adicionaba gota a gota la solucién de la sal metélica (solucién 3). Finalizada
esta etapa, los cinco viales se dejaron en reposo durante 15 min, para seguidamente
colocarlos en agitacién constante durante 24 h. La recuperaciéon de los solidos blancos
obtenidos al finalizar el tiempo de reaccién se realizé con 3 ciclos de lavado como se
menciono en los parrafos 3 y 5 de la seccion 2.1.3 (sintesis de bioMOFs basados en

magnesio como centro metalico).

Zr(S04)2_GA.
- secado a
I e temperatura Zr(S04)2_PCA
- @. ambiente (S04) > e IR
+ ) —_ e — —_ * DRX
g Cidn %\/ 5 - Zr(S04)2_mod. - Microscopio
L Tedutage, digital
s AQUR - gmin/2500 rpm otta
= =  Ftanol Y, Zr(S0:)=_GA_mod.
.. . agitacion Y4
solucion 7y 2 solucién 3 constante 3veces
GA 6 PCA Zr(S0.): (24h, T.amb) ZI’{SOA)Z_PCA_I‘HOCIJ
Precursores de sintesis Metodologias de sintesis Ciclo de lavado Caracterizacion

Esquema 2- 3.Montaje experimental para la sintesis de bioMOFs empleando Acidos fendlicos (GA
y PCA), acido acético (modulador) y sulfato de zirconio. Donde los materiales denominados
Zr(SO4)2_GA y Zr(SO4),_PCA corresponden a sintesis con sal metalica y acidos fendlicos sin
modulador. Zr(SO4),_GA_mod y Zr(SO4),_PCA_mod corresponde a la sintesis con sal metalica,
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acidos fenolicos y modulador. Finalmente, el sélido Zr(SO4),_mod corresponde al producto obtenido
de la sintesis sin la presencia de acidos fendlicos.

2.2 Resultados y discusion

2.2.1Sintesis de bioMOFs basados en magnesio
f Acido gélico (GA) como ligando organico

Los espectros IR del bioMOF denominado Mg(Hzg a | )@ Bajé las condiciones A, B, Cy
D (seccion 2.1.3 y Esquema 2.1) se muestran en la Figura 2-2 A. Donde se pueden
apreciar los cambios (marcadas con flechas negras) en las bandas del grupo carbonilo, y
del enlace C-O (esta ultima proveniente de la parte fendlica en GA) del material, al
compararlo con las sefiales 1661 cm™® y 1029 cm? que aparecen en el GA (ligando
organico). Adicionalmente, las bandas caracteristicas de las vibraciones del grupo
carboxilato (COO") en el ligando orgéanico, tanto asimétrica (1614 cm™) como simétrica
(1321 cm™),%° se desplazan a menores (1549 cm™) y mayores (1345 cm™) nimeros de
onda en Mg(Hxg a | )@ Zdfrimientos que se deben a la interaccion con el centro
metalico. Esto se explica debido a que la interaccion del COO" con un metal ocasiona
cambio en la geometria de enlace, ya sea en la longitud (coordinacién monodentada) o en

el angulo (coordinacién bidentada).®*

Interesantemente, para las sintesis realizadas con MgSO. se evidencia la aparicion de una
sefial alrededor de 1739 cm™en el IR del bioMOF, la cual puede deberse a la presencia
de agua en la estructura, explicAndose su aparicién por no estar presente en un entorno
tetraédrico simétrico.%% En relacion a las sefiales sobre 3495 cm™ y 3283 cm™en el GA,
estas son asignadas al estiramiento simétrico del enlace O-H perteneciente al hidroxilo de
la molécula. Bandas que desaparecen en el material obtenido bajo las condiciones
evaluadas (A, B, C y D), esto como era de esperarse y en concordancia con lo reportado
por Sharma et al.®® Por otro lado, en los materiales sintetizados se observa la apariciéon de
una sefial sobre 838 cm, la cual puede asignarse a la interaccion Mg-O. Finalmente, las
sefiales observadas por encima de 3620 cm™ son asignadas al estiramiento del enlace OH
perteneciente a moléculas de agua atrapadas en los poros del material, las cuales no

presentan coordinacién con la estructura.®*

En términos generales los espectros de IR mostrados en la Figura 2-2 A presentan perfiles

similares con el espectro reportado para el Mg(Hzg a PH.@ bioMOF basado en GA y
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MgSOQO,, lo cual indica que independientemente de la metodologia de sintesis, o el
precursor de sal metdlico empleado, es posible observar la aparicion/desaparicion de
sefales asignadas a los grupos funcionales involucrados (OH y COOH) en la coordinacién
con Mg (que llevan a sugerir la formacion del material), asi como los corrimientos en

namero de onda reportados en el material de referencia.
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Figura 2- 2. (A) Espectros IR de GA (verde) y Mg(H>g a | ).A\(8ridy azul) obtenidos bajo diferentes
condiciones de sintesis, donde: i) Mg(H>g a | ).@ A Eorresponde a las condiciones de sintesis
reportadas por Cooper et al.54 (sistema reflujo/ MgCl.); i) Mg(Hzg a | )@ B &k el material obtenido
al realizar sintesis asistida por ultrasonido sin cambiar el precursor de sal metélica (MgCl2); iii)
Mg(Hzg a | )@ € ebrresponde al uso de sintesis por sistema reflujo y un precursor de sal metéalica
diferente (MgSOa4); iv) Mg(Hxg a | ).@ P Hue obtenido con sintesis asistida por ultrasonido y
MgSO.. (B) Difractogramas de Mg(Hzg a | ).@ 2pdrtado (negro) y de los materiales obtenidos
(gris y azul) bajo diferentes condiciones de sintesis (condiciones A, B, C y D del numeral 2.1.3).

Por otra parte, los difractogramas de los bioMOFs homologos al Mg(Hzg a | ).Adbtehidos
bajo las condiciones A, B, y C (numeral 2.1.3), presentan una alta similitud con el patrén
de difraccién para el mismo material reportado por Cooper et al.,> donde la sefal en
11,538A en 2d es la de mayor i n t(Fegara2-2B).dAsi
mismo, segun la publicacion de Ismail et al. los picos significativos localizados en 11.53°,
14.15° y 24.53° corresponden con los planos 010, 011 y 221,% respectivamente.

Interesantemente, en el caso de la sintesis asistida por ultrasonido, y empleando MgSOa,

par a

el
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como sal metélica (condiciébn D), se observa menor intensidad de dicha sefal, pero
conservando la posicion con respecto al material reportado. Lo anterior puede explicarse
por la energia suministrada durante la sintesis del material, en donde es posible que la
cavitacion generada impida el crecimiento del cristal, generando diversos puntos de

nucleacion.®

Considerando lo observado en los difractogramas, y para estudiar la morfologia de los
materiales sintetizados, en la Figura 2-3 A se muestran las micrografias obtenidas para
los cuatro bioMOFs. Estos resultados indican que como ha sido reportado, la metodologia
de sintesis tiene una alta influencia en la formacion del cristal obtenido, ya que para sintesis
convencional (condiciones Ay C; Mg(Hzg a | ). 2 ¥iMg(H.g a | )@ 2)Hh topologia de
los cristales es definida y de gran tamafio, contrario a lo observado para la sintesis asistida
por ultrasonido (Mg(Hzg a | )@ B y¥iIMg(Hzg a | )@ D)H

i\
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Figura 2- 3. (A) Micrografias electrénicas de barrido de materiales obtenidos bajo diferentes
condiciones de sintesis: panoramica 50 >m (izq.), zoom 10 >m (der.) (B) Distribuciéon de tamafio
para Mg(Hzg a | ).@, Bhitenido en diferentes condiciones. Las mediciones se realizaron por DLS
del material disperso en etanol.
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Con respecto al tamafio de las particulas, un andlisis realizado mediante el procesamiento
de las imagenes con el programa imageJ, en donde es posible obtener la distribucion de
didmetros promedio, muestra que las particulas presentan tendencias diferentes
dependiendo de las sales precursoras que fueron usadas

Figura A- 1). Es asi como las condiciones A y B (MgCl,) arrojan un didmetro de 20,80 y
37,93 >m, contrario a lo que se observa para las condiciones C y D (MgS0O.), en donde el
didmetro de particula se encuentra en 3,33 y 1.50 >m. Estos resultados son coherentes
con las mediciones realizadas por DLS (Figura 2-3 B), en donde las condiciones Ay B
(numeral 2.1.3) que usan MgCl. como fuente del metal, reflejan distribuciones similares,
dando un diametro promedio de 532 y 515 nm, respectivamente. Contrario a lo observado
en las condiciones C y D (numeral 2.1.3), en donde el uso de MgS0O4 como sal precursora
disminuye el

tamafio promedio de las particulas obtenidas (303 y 369 nm

respectivamente), acompafiado de un aumento en la desviacion estandar.

Finalmente, el area superficial y el volumen del poro fueron estimados mediante la isoterma
de adsorcion de N, ajustandose al modelo BET. Al comparar estos parametros se encontrd
que, de todas las condiciones evaluadas, la condicion D (numeral 2.1.3) mejora la
capacidad de almacenamiento en el Mg(H.g a | )@ padando de un area superficial de
0,2 m?/g (condiciones de sintesis reportadas por Cooper et al. ) a un valor de 60 m?/g.
Debido a inconvenientes de estabilidad durante el pretratamiento requerido en este
analisis, que parece llevé al colapso de la estructura tridimensional, no fue posible tener la
medicion del material obtenido bajo la condicibn B (ultrasonido). En cuanto al
comportamiento de las isotermas, en la Figura 2-4 se observa que, a presiones menores
a 0,9 P/Py, el material presenta microporos, y por encima de este valor macro o mesoporos,

teniendo en cuenta la clasificacién de la IUPAC.
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Figura 2- 4. Isotermas de Mg(Hzg a | )@ dbténido bajo condiciones A, C y D ((numeral 2.1.3)).
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1 Acido protocatéquico (PCA) como ligando organico

Al comparar los espectros infrarrojos del PCA y el bioUNAL-1 (bioMOF no reportado
previamente, en la Figura 2-5 A se evidencia que las sefiales en el PCA, asighadas a los
enlaces O-H y C=0 sobre el grupo carboxilico cambia su perfil en el bioUNAL-1, lo que
indica la desprotonacion del OH carboxilico en el PCA. Este cambio en el perfil de la sefial

se debe a la formacion del ion carboxilato (COO"), estructura esencial para la formacion de

MOF s . Carboxilato que su estado #dlibre de metal
asimétrico y simétrico del COO-, sobre 1545 y 1375 cm, respectivamente, pero al
coordinar con el magnesio desplaza estas sefiales a 1492 y 1362 cm™.97% Lo cual lleva a
quealcal cul ar |l as diferencias ent ,eseobtengaopara modos de

el COO- de referencia (protocatecuato) un valor de 170 cm, y para el COO" del bioMOF
un valor de 130 cm?, lo que sugiere que el bioMOF esta formado mediante una
coordinacion tipo quelato bidentado.*®
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Figura 2- 5. (A) Espectro IR del PCA (verde) y bioUNAL-1 (azul). (B) Espectro 13C RMN sdlido del
PCA (verde) y bioUNAL-1 (azul).
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Adicionalmente, la parte fendélica del PCA presenta una sefial IR asignada al enlace C-O
sobre 1117 cm?, la cual sufre un leve desplazamiento a mayores frecuencias para
bioUNAL-1 (marcado con flecha negra). Lo cual puede explicarse por la formacién de una
nueva interaccion del oxigeno de este enlace (C-O) con el centro metélico. Estos cambios
observados, en el entorno quimico que rodea la parte fendlica del PCA, asi como los
explicados en el parrafo anterior relacionados con la parte carboxilica (cuando ya hace
parte de la estructura del bioUNAL-1), se corroboraron con resultados de **C-RMN (Figura
2-5 B). Espectros que evidencian un desplazamiento significativo de las sefiales asignadas
a los carbonos enlazados con oxigeno de la parte fendlica (b,d) y carboxilica (a) del
ligando, indicando la coordinacién de éste con el centro metalico. Estos desplazamientos
guimicos en los carbonos, etiquetados con letra a, b y d de bioUNAL-1, estan en
conformidad con lo reportado por Cooper et al.,** con la diferencia del OH que no se

encuentra en el PCA, y que en GA estaria asignado al carbono etiquetado con letra c.

En cuanto a la estructura cristalina de bioUNAL-1, esta se establecié mediante difraccion
de rayos X en polvo (DRX). En la Figura 2-6 A se presenta el patron de difracciéon con
picos menores a 20A en el 8§ n g matenalepbrososrtipog i - h  C a
MOFs.*® Dondela sefal principal de difracci-n se encu
con distancia interplanar de 9,816 A, y dominio cristalino de 1,545 nm. Este Gltimo se
calculé con la ecuacion de Scherrer,® en donde a es un factor de forma adimensional, y
se asumié un valor de 0,89 correspondiente a dominios esféricos; a-es la longitud de onda
trabajada con los rayos X (0,15406 nm), b es el ancho de pico principal (9,04 - 8,95), y

finalmente d es el angulo de Bragg, en donde se encuentra el maximo del pico (4,50°).

Adicionalmente, y con el patrén de difraccion obtenido, se realizé la elucidacion de la
estructura de bioUNAL-1, en donde a partir del proceso de indexacién con los programas
DICVOLO04%*! y la interfaz grafica PreDICT%? se estableci6 un sistema cristalino
monoclinico. Por otro lado, con el analisis de ausencias sistematicas por el software
EXP0O2014,1% se encontré que la estructura tiene un grupo espacial P2, y con la mejor
estructura obtenida por este programa se realizé el refinamiento de Rietveld,!* en donde
se determinaron los parametros de celda unitaria: a =5,5509(0) A, b = 16,8384(2) A, ¢ =
9,9864(4) A, U=90° b= 99,399(9)°, o= 90°, y volumen de celda unitaria V = 920,885 (5)
A. Asi mismo, las coordenadas atomicas y parametros térmicos fueron calculados en dicho

refinamiento, verificando la estructura con el software Mogul.°>1% |a unidad asimétrica
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fue corregida en Avogadro,'®” y nuevamente analizada en EXP0O2014 para ajustar la
estructura cristalina.’®® Finalmente, se analizé la unidad asimétrica (Figura 2-6 B)
mediante el software Mercury 4.0,1% asi como las interacciones mas relevantes de la
estructura cristalina determinada, en donde las interacciones atomicas a lo largo del eje ¢
(K---09) y alo largo del eje b (H5---O1; H8:--O5; H11:--0O2; H12:--O8) establecen una red

bidimensional en el plano bc que da la identidad al apilamiento de los atomos en la
estructura, permitiendo observar la porosidad de bioUNAL-1 (vista lo largo el eje a, Figura
2-6 C). Cabe destacar que la simulacion de la estructura cristalina de MOFs, mediante su
patron de difraccién, es un procedimiento ampliamente usado y aceptado cuando no ha
sido posible obtener un monocristal del material.}®® Los valores obtenidos en el

refinamiento Rietveld y coordenadas atémicas se muestran en la

Tabla A- 1y Tabla A- 2, respectivamente.
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Figura 2- 6. (A) Patron de difraccién obtenido para el PCA (verde, abajo) bioUNAL-1 (azul, arriba).
(B) Unidad asimétrica de la estructura cristalografica determinada para bioUNAL-1. (C) Modelo
espacial de la estructura bioUNAL-1 vista a lo largo del eje a.

Por su parte, y para confirmar adn mas la formacién de un enlace de coordinacion entre el
Mg y el protocatecuato, lo que lleva a la construccion del bioMOF, se realiz6 el analisis por
espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS). Esta técnica permite estudiar los
ambientes quimicos y electrénicos de los elementos de interés, confirmando a nivel

energético las interacciones atomicas, en este caso entre Mg y O que hacen parte de la
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estructura en bioUNAL-1. Teniendo en cuenta los sitios de coordinacion, asi como los
valores de pKa del PCA,!'° las sefiales obtenidas en el espectro XPS para el bioUNAL-1
se asignaron por la distribucién de C, O y Mg con ambientes quimicos y electronicos
iguales (Figura 2-7 A). En el espectro general de XPS (Figura 2-7 B) se identificaron los
picos con energia de ligadura en 293, 539y 1308 eV, los cuales corresponden a C1s, Ols
y Mg1s, respectivamente. El espectro de C1s en su deconvolucién presenta cuatro picos
de energia de ligadura con valor de 291, 292, 294 y 299 eV, las cuales se relacionan con
enlaces C-C, O=C-OE C-O y-" * Figlura 2-7 C). Para el espectro de O1s se obtuvieron
dos picos en 536 y 538 eV, energias correspondientes a enlaces O-Mg y H-O-Mg (Figura
2-7 D). Finalmente, en el espectro asignado al Mgls se identificaron cuatro picos, siendo
el de mayor abundancia ubicado a 1307 eV, el cual corresponde a energias de ligadura
caracteristicas en el enlace Mg-O (Figura 2-7 E). Con respecto a las otras sefiales
deconvolucionadas, y en bajas proporciones, estas pueden atribuirse a especies formadas

con otros elementos presentes en el sistema de reaccion.
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Figura 2- 7. (A) Esquema de valores de pKa para los OH presentes en el PCA y la especie formada
a pH=9 (protocatecuato-Mg), junto a propuesta de coordinacion con Mg en el bioUNAL-1. (B)
Espectro general de XPS obtenido en bioUNAL-1. Espectros XPS a nivel central del; (C) C1s, (D)
O1s, y (E) Mgls.

Con las asignaciones anteriores, el analisis de las sefiales obtenidas por XPS permite

corroborar la coordinacion del centro metalico (Mg) tanto en la parte carboxilica como en
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la fendlica. Interesantemente, los resultados observados por XPS son similares a lo
reportado por Ponce et al.!! para la interaccion entre hierro y el GA, acido fendlico

estructuralmente similar al PCA.

Por otro lado, el comportamiento térmico de bioUNAL-1 se evalu6 mediante un analisis
termogravimétrico, en donde las primeras perdidas en el termograma (Figura 2-8 A)
corresponden a etanol y agua (13% y 23%, respectivamente), solventes empleados en
lavado y sintesis. Posteriormente, se observa una pérdida de masa asignada al PCA y
distribuida en dos zonas: la primera de ellas entre 200 a 380°C, debido posiblemente a la
descomposici-n del P Eurai248 A)bHEstastson(mBl€tlas deePCA
principalmente en la superficie del MOF y que presentan un solo punto de unién al sistema
poroso MOF, por lo cual se desprenden facilmente del material, siendo una pequefia
poblacién representada en un 12%. La segunda zona se encuentra entre 400 a 500°C, en
donde se observa la mayor pérdida de masa (37%), la cual se atribuye a la degradacién
del ligando organico que hace parte integral de todo el sistema poroso MOF,
encontrandose en concordancia con lo reportado por Cooper et al.>* En cuanto a la pérdida
de peso restante, superados los 500°C se espera la aparicion de especies oxidadas de
magnesio. Las pérdidas de masa encontradas anteriormente guardan proporciones
similares a la composicion atémica obtenida por andlisis elemental EDX (Energy Dispersive
X-Ray Spectroscopy), en donde se encontrd una distribucion de 48%, 46% y 4,4% de C,
O y Mg, respectivamente. Con lo anterior, se evidencia que la mayor proporcion de PCA
en la estructura se encuentra coordinada por el extremo carboxilico y fendlico a los centros
metdlicos de magnesio, ya que de lo contrario la mayor pérdida de masa del PCA se

observaria cercana a 262°C.111
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Figura 2- 8. (A) Termograma obtenido de bioUNAL-1, sefialando los porcentajes de pérdidas de
masa asignados. (B) Isoterma de adsorcion y desorcion de bioUNAL-1. En el recuadro se muestran
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los tipos de isotermas de adsorcion para gases. Imagenes tomadas y adaptadas del reporte de la
IUPAC del 2015.112

La Figura 2-8 también muestra las isotermas de adsorcién/desorcién de N obtenidas en
bioUNAL-1 (Figura 2-8 B), las cuales poseen un perfil similar a los reportados por Sharma
et al.®® y Angkawijaya et al.,'® quienes otorgan un comportamiento tipo IV caracteristico de
mesoporos (2 a 50 nm)** presentes en la estructura, lo cual se confirma con la distribucién
de tamafio de poro en bioUNAL-1. Adicionalmente, y teniendo en cuenta una de las
propiedades mas llamativas en estructuras tipo MOFs, el area superficial y volumen de
poro se estimaron mediante la isoterma de adsorcion de N, ajustandose al modelo BET
(Brunaueri Emmetti Teller). Con respecto al area superficial, esta fue calculada en 11,539
m?/g, que al compararla con el Unico MOF reportado recientemente con PCA (76,625
m?/g),® es un area baja pero que se encuentra dentro de valores esperados para estos
materiales, como lo reporta Tao et al., quienes sintetizaron una serie de bioMOFs basados
en adeninato y cobalto, los cuales presentan areas superficiales entre 1148 a 17 m?/g.1

Debido a la diversidad de topologias que caracterizan a los MOFs, este aspecto en
bioUNAL-1 se estudié6 mediante microscopia electronica de barrido (SEM). Las imagenes
SEM (Figura 2-9 Ay Figura 2-9 B) muestran particulas con estructura definida, laminares,
y con tamafio uniforme, en donde la mayoria de cristales presentan un valor para su
di mensi -n m8s grande al r‘nheRh@corraberar ¢l mmaiddel
material, mediante dispersion de luz dinamica (DLS) se analizaron las distribuciones de
tamafio, medidas que arrojaron un didmetro promedio de 548 nm, con una desviacion
estandar de 8 nm (Figura 2-9 C) mostrando reduccion del tamafio en dos 6rdenes de
magnitud comparado con lo observado en SEM. Cabe anotar que se debe tener en cuenta
gue el fundamento del andlisis por DLS asume particulas esféricas, que no es el caso del

material obtenido como se observé en la imagen SEM.

€m
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Figura 2- 9. (A) Imagen SEM panoramica a 50 um (arriba) y zoom a 5 um (abajo) de bioUNAL-1.
(B) Laminas en particulas de bioUNAL-1. (C) Distribuciéon de tamafio del bioUNAL-1 por DLS
disperso en etanol.

2.2.2Sintesis de bioMOFs basados en zirconio

En la busqueda de obtener estructuras estables en agua, en esta seccion la sintesis de
bioMOFs con acidos fendlicos se enfocé en el desafio de emplear sulfato de zirconio (como
precursor de sal metalica), agua como solvente y el uso de moduladores, este ultimo como
una alternativa para mejorar la reproducibilidad de sintesis y aumentar la cristalinidad en
estructuras tipo Zr-MOFs.** Es conocido que el zirconio puede llevar a MOF muy estables
en soluciones acuosas,*'® y esto era una necesidad en este proyecto ya que los bioMOFs
se probarian como agentes transportadores de farmacos que estarian expuestos a

condiciones acuosas en Seres Vivos.

Los espectros IR para los materiales obtenidos con GA (Figura 2-10 A) y siguiendo la
metodologia propuesta en la seccién 2.1.4, permiten observar que existe similitud en las
bandas encontradas para los solidos obtenidos con la sal metalica/modulador
(Zr(SOAF mod) y sal metalica/GA/modulador (Zr(SO %~ GA_mod). Lo cual sugiere que los
acidos fendlicos no son los ligandos que coordinan al zirconio. Sin embargo, al revisar los
espectros obtenidos para los solidos sin modulador se observan bandas muy cercanas a
las observadas anteriormente, a excepcion de los corrimientos en la sefial asignada al
enlace C-O de la parte fendlica (1029 cm™ a 983 cm™) en el GA, indicando un posible

debilitamiento del enlace C-O debido a la posible interaccién con el metal.
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Figura 2- 10. (A) Espectros de infrarrojo y (B) difractogramas para solidos obtenidos con modulador
(azul), sin modulador (gris) y sin acido fendlico (negro).

Con respecto al uso del PCA, los espectros IR muestran un comportamiento similar a lo
encontrado para los sistemas con GA, donde existe similitud en las bandas observadas
para los sélidos obtenidos con la sal metélicaymodulador (Zr(SOAF mod) y sal
metalica/PCA/modulador (Zr(SO4F PCA_mod). A excepcién del corrimiento en la sefial
asignada al enlace O-H (940 a 985 cm™) en el PCA, indicando un posible fortalecimiento

del enlace O-H.

Por otra parte, considerando que el patrén de difraccion es fundamental para caracterizar
estructuras cristalinas, el analisis por DRX muestra picos de alta intensidad localizados en
el rango de 7,69A a
Zr(SOAF GA_mody Zr(SO4F PCA_mod. Para los otros sélidos obtenidos, Zr(SO %~ mod
y Zr(SOA/F GA_mody Zr(SO4F PCA_mod, se observan picos adicionales (6,39° y 6,78°)
con diferentes patrones de difraccion, lo cual indica la posible formacion de diferentes

estructuras cristalinas.

Finalmente, el analisis por microscopia 6ptica muestra que los sistemas Zr(SO4F£ mod,
Zr(SO/RF GA y Zr(SOAF PCA no presentan cristales definidos, caso contrario a lo

9 FigueaA2-1e B) pard los Ssistgmas o
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observado para los sélidos Zr(SOAF GA_mod y Zr(SOAF PCA_mod, en donde se
evidencia la presencia cristales con morfologia definida y muy parecida en ambos casos
(Figura 2-11 A). Teniendo en cuenta la forma del cristal observada en estos ultimos, se
analizaron por DRX de monocristal, en donde se determindé que estructuralmente los
cristales son iguales tanto en composicion como en el arreglo espacial, descartando a los
acidos fendlicos como ligandos organicos y reconociendo que la esfera de coordinaciéon

del zirconio esta compuesta por ligandos sulfato y acetato.

A - B

Zr(SO.)._PCA

Zr(S0;);_PCA_mod.

Zr(S0.),_GA

Zr(S0s);_GA_mod.

Zr(S0,);_mod.

TR

Figura 2- 11. (A) Imagenes por microscopio digital de sélidos sin morfologia definida Zr(SOWF_mod
(abajo, izquierda), Zr(SO4F GA (centro, izquierda) y Zr(SOAF PCA (arriba, izquierda), junto a
sélidos con morfologia definida Zr(SO4F GA_mod (abajo, derecha) y Zr(SO4F PCA_mod. (arriba,
derecha). (B) Cluster formado por unidades de acetato y sulfato coordinando centro metalico de
zirconio. (C) Estructura supramolecular formada por clister de Zirconio con acetato/sulfato.

En resumen, estos resultados por IR, DRX y microscopia indican que no se formaron los
bioMOFs deseados, sino una estructura tipo clister de Zr coordinados por acetatos y
sulfatos (Figura 2-11 B), los cuales forman una estructura supramolecular muy ordenada
(Figura 2-11 C). Teniendo en cuenta las condiciones de sintesis empleadas, condiciones
que son diferentes a las reportadas por Sun et al.,’'’ la estructura cristalina del clister,
estabilizada por enlaces intermoleculares (O-H/O), presenta la formacion de un laberinto
tridimensional de tuneles, en donde moléculas de agua ocupan el volumen del laberinto.
Este tipo de arreglos tridimensionales son de gran interés por su aplicabilidad como
catalizadores, en donde se espera que las cavidades formadas puedan ser empleadas
como sitios activos en reacciones catalizadas. Para ello es necesario estudiar la estabilidad

térmica de materiales con laberintos presentes en su estructura. En ese sentido, los cluster
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de Zr fueron estudiados a profundidad mediante analisis termogravimétrico / calorimetria
diferencial de barrido (TGA/DSC) y calculos computacionales, resultados que fueron

publicados en conjunto con la Universidad de los Andes.!8

En cuanto a la explicacién en la obtencion de estas estructuras, podrian deberse al
resultado de la esterificacion de la parte fendlica en GA y PCA, considerando los
componentes utilizados en el sistema de sintesis y que ademas las sales de zirconio han
sido reportadas como catalizadores en procesos de esterificacion.!1®12° Al revisar en
literatura estructuras similares, se encontrd que catalizadores mixtos de fosfato/sulfato de
zirconio pueden ser utilizados en la acetilacion de glicerol, para obtener acetinas como
aditivos para combustibles,'® lo cual indicaria que los materiales obtenidos tienen

interesantes aplicaciones inesperadas.

2.3 Conclusiones

En primer lugar, como pudo observarse en las diferentes sintesis del bioMOF denominado
Mg(Hzg a | )@ fuélposible obtener este material de una manera mas amigable con el
medio ambiente a la reportada por Cooper et al.>** Muy importante, sin dejar a un lado
nuestro objetivo de escalamiento industrial, ya que el uso de sulfato de magnesio
disminuy6 solo el 10% de rendimiento de Mg(H.g a | ).@cdrhbarado con el uso de cloruro
de magnesio. Obtener condiciones de sintesis de bioMOFs escalables y medio
ambientalmente amigables es esencial para en un futuro cercano obtener materiales de
alto valor agregado, como los bioMOFs, a partir de extractos de biomasa residual, como la
encontrada en el procesamiento de cacao. Ya que uno de los objetivos del grupo de
macromoléculas siempre es transferir los resultados de nuestras investigaciones,
generando por ejemplo spin off, 0 como en este caso, generando valor agregado a los
residuos del cacao, con lo cual, los cacaoteros tendran mejores ingresos econémicos.
Adicionalmente, el uso de la condicion D (sulfato de magnesio como precursor de sal
metdlica y sintesis asistida con ultrasonido), muestra una disminucion en el tamafio de
particula, y en las isotermas de absorcidén/desorcion se evidencia un aumento en el area
superficial, lo cual puede potenciar su rol como sistema de liberacion controlada, asi como

su interaccién con un entorno celular.

Por otro lado, se sintetiz6 un novedoso bioMOF basado en el PCA y una sal de Mg,

denominado bioUNAL-1, el cual fue caracterizado estructural y morfolégicamente.
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Demostrando la presencia de la coordinacion entre el magnesio y los iones
carboxilato/fenolato presentes en el ligando organico. De esta forma, bioUNAL-1 se
convierte en el segundo bioMOF reportado que utiliza PCA como ligando orgéanico’,
destacandose, nuevamente, que su sintesis es escalable industrialmente y amigable con

el medio ambiente.

Finalmente, en la sintesis con sales de zirconio se obtuvo un complejo sulfato/acetato de
zirconio, sintesis realizada en condiciones suaves (temperatura ambiente, agua, agitacion
constante). Esta estructura supramolecular, que solo es posible obtener en presencia de
acidos fendlicos (GA y PCA) bajo las condiciones mencionadas, abre una nueva
oportunidad para el uso de extractos de biomasa residual, donde estos pueden ser usados
como catalizadores 8cidos fiverdeso, acorde a
estos clusters de sulfato/acetato de zirconio pueden ser empleados en la industria de los
aditivos para combustibles, donde es posible que la presencia de canales internos

(laberintos) sean los responsables de su rol en la catalisis de reacciones.

* SUBMISSION, 235535632. TITLE A biological metal-organic framework based on Mg-protocatechuate. JOURNAL Inorganic and Nano-
Metal Chemistry.STATUS Decision Pending
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Como se mencioné anteriormente, la cascara (Cocoa Pod Husk - CPH) y cascarilla (Cocoa
Bean Shell - CBS) de cacao representan el porcentaje mas significativo de los residuos del
procesamiento del cacao, llegando hasta un 80% del material inicialmente procesado. Lo
cual, considerando la composicién quimica, hace que se requiera un enfoque innovador
en el manejo y uso de este residuo, llevando a generar valor agregado a la cadena de
produccion. Entre los componentes presentes en los extractos de CPH y CBS, los acidos
galico (GA) y protocatéquico (PCA) son los mas abundantes. Estas biomoléculas poseen
una estructura quimica que les otorga la capacidad de actuar como centros de
coordinacion de metales, por lo que la biomasa de cacao se puede utilizar como una nueva
fuente renovable en la sintesis de bioMOF. Por lo tanto, este capitulo buscé optimizar las
condiciones de extraccion de compuestos fendlicos (técnica de extraccion, tiempo,
temperatura, relacion residuo/solvente y mezcla de solventes de extraccion) en CPH y
CBS.

Cabe resaltar que esta optimizacion estuvo enfocada a la busqueda de las condiciones
experimentales que llevaran a obtener el mayor porcentaje de extraccion de GAy PCA. Y
asi, utilizar este extracto rico en GA y PCA como fuente de enlazador organico (linker, en
inglés) en la construccion de bioMOFs. Para lo cual, la cuantificacién de los compuestos
fendlicos totales se hizo siguiendo la metodologia de Folin-Ciocalteu, y la cuantificacion de
los &cidos GA 'y PCA en el extracto se llevé a cabo por HPLC. Posteriormente, fue realizada
una purificacién en columna cromatografica arrojando dos fracciones ricas en GA 'y PCA.

Fracciones con las cuales finalmente se realizé la sintesis del bioMOF usando sales de

Nndu s
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sulfato de magnesio y zirconio, en donde las condiciones experimentales usadas fueron

las reportadas en el capitulo anterior.

3.1 Seccién experimental

3.1.1Materiales

Todos los productos quimicos utilizados fueron de grado analitico. El &cido protocatéquico
se obtuvo de Alfa Aesar (Tewksbury, Estados Unidos). El acido gélico y el bicarbonato de
sodio se obtuvieron de Sigma Aldrich (St. Louis, Estados Unidos). El reactivo de Folin-
Ciocalteu, metanol y acetona de Panreac (Barcelona, Espafia). El proyecto NEXTCOA,
emprendimiento de la Universidad Industrial de Santander (Bucaramanga - Colombia),
dond los residuos agroindustriales (CPH y CBS). NEXTCOA recolecto6 los frutos maduros
de cacao de una plantacién de cacao ubicada en San Vicente de Chucuri (Santander -

Colombia) de arboles del clon CCN51, de entre 6 y 10 afios de edad.

2.1.1 Optimizacion de extracciones

La optimizacion del proceso de extraccion de CPH y CBS, en primer lugar, se llevaron a
cabo utilizando el método de un factor a la vez (OFAT), con tres repeticiones para un total
de 81 pruebas. Asi, los factores evaluados fueron: el tipo de residuo de cacao (residuos
separados con una tamizadora de impacto con un tamiz de malla 14 de 1,41 mm de tamafio
de poro: pequefio < 2 mm? < grande), mezcla de solventes, técnica de extraccion y relacion
residuo/solvente. Mientras que variables como temperatura y tiempo de extraccion
(temperatura ambiente a 20°C y 60 minutos) se mantuvieron constantes (Tabla 3-1). Las
diferencias significativas se determinaron con analisis de varianza (ANOVA) y prueba de

Tukey al 95% de confianza.

Para el disefio OFAT, se pesaron uno o dos gramos de material seco de residuo de cacao
(CPH y CBS) en un matraz individual y se agregaron 10 mL de cada mezcla de disolventes
a cada matraz. Los matraces se colocaron en agitacion constante (extraccion
convencional) o se sumergieron en un bafio asistido por ultrasonido (40 kHz) durante 60
min a temperatura ambiente. Luego, las muestras a temperatura ambiente se centrifugaron
dos veces durante 15 min a 4500 rpm, y los sobrenadantes se recolectaron en viales

individuales y se almacenaron a 4°C hasta su uso.
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Tabla 3- 1. Variables del disefio OFAT para optimizacién de condiciones de extraccion, enfocada
en acido fendlicos, presentes en residuos agroindustriales de cacao (CPH y CBS).

Factor Valor evaluado
Residuo agroindustrial de Céscara, CPH (>2 mm?)
cacao Cascarilla, CBS (<2 mm?)

Acetona/agua/acido acético (70:29.5:0.5 v/v)
Mezcla de solvente Metanol/agua (70:30 v/v)
Agua/acetona (70:30 v/v)

Convencional
Asistido por ultrasonido
1/5
1/10

Técnica de extraccion

Relacion residuo/solvente

Después de determinar las mejores condiciones para extraer la mayor concentracion de
compuestos fendlicos, en segundo lugar, se optimizé la temperatura y el tiempo a través
del disefio OFAT. Para ello se evaluaron tres intervalos de tiempo (30, 60 y 90 min) y tres
temperaturas (22, 30 y 40°C) para cada residuo, lo que arrojé 36 experimentos, incluidas
dos réplicas para cada experimento. Las diferencias significativas entre los datos

recolectados fueron analizadas mediante ANOVA.

3.1.2Caracterizacion

El contenido fendlico total (TPC) del sobrenadante del extracto de CPH y CBS se determiné
por triplicado utilizando el método de Folin-Ciocalteu.?* La absorbancia del sobrenadante
se midié a 760 nm usando un espectrémetro UV-Vis y una curva de calibracién construida
con &cido géalico como estandar en concentraciones que oscilan entre 10 y 100 mg/L. Los
resultados se expresan como; mg GAE/ g DW, donde GAE corresponde a los equivalentes

de acido galico y DW es el peso seco de la muestra.

Para la cuantificacion de acidos fendlicos, el sobrenadante almacenado de los extractos

CPH y CBS (2 mL) se filtr6 a través deun fit r o de jeringa de 0, 45
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) se cuantificaron los &cidos fendlicos (galico

y protocatéquico) presentes en cada muestra, con un detector de matriz de diodos (HPLC-

DAD) y un inyector automatico (20 uL). El HPLC se equipé con una columna de fase

inversa Kinetex C18 (100 x 4,6 mmdedi. , tamafo de part2cula de 2,
disolventes de fase movil: acido acético al 3% en H,O (A) y acido acético al 3% en

acetonitrilo (B). La elucion se realizé6 mediante un método de gradiente: 94% fase Ay 6%

fase B (1 min), 85% fase Ay 15% fase B (2 min), 75% fase Ay 25% fase B (5 min), 85%
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fase A y 15% fase B (1 min), y 94% fase A y 6% fase B (2 min). El flujo isocratico se
mantuvo durante 0,5 mL/min con el detector UV ajustado a 278 nm. El andlisis de datos
de HPLC se realizd utilizando el software Chromeleon Chromatography Data System
(CDS). Los compuestos fendlicos se identificaron comparando el tiempo de retencion de
los estandares de acido galico y protocatéquico (reactivos comerciales) en
concentraciones que oscilan entre 0,5y 100 mg/L. Los limites tanto de deteccion como de
cuantificacion, del rango de trabajo de GA y PCA, resultaron ser LODga:1,736 pg/mL;
LDQga: 5,260 pg/mL y LODpca:2,104 pg/mL; LDQpca: 6,375ug/mL. EI Esquema 3-1
bosqueja la metodologia general utilizada para optimizacion, identificacion y cuantificacion

de acidos fendlicos presentes en extractos de CHP y CBS.

—_— _
’ § Tamaf el : | Compuestos
&z 7 « Tamafio particula \  fendlicos
_ > l‘-.-." « Relacion residuo/ B otales
: > solvente S ———
Céascara de cacao (CPH) * gg:;’:g;%ge T,
} = >  Técnica de p—
| 2 extraccion —
/ % ———
g C__ ; Cuantificacion s
“ - as’ > o Temperatura faC!(I'j_OS - =
endlicos — e
Cascarilla de cacao (CBS (
(cBS) P L]
Residuos agroindustriales de cacao Optimizacion extractos Identificacion/Cuantificacion

Esquema 3- 1. Resumen de la metodologia empleada en la optimizacién, identificacion y
cuantificacién de acidos fendlicos en extractos de residuos agroindustriales de cacao.

Adicionalmente, la actividad antioxidante de los extractos de CPH y CBS se estudi
mediante espectrofotometria, empleando el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH),
como se ha descrito previamente,'?? con pequefias modificaciones. En resumen, se
preparé una solucion madre disolviendo 8 mg de DPPH en 20 mL de metanol. Para
alcanzar una absorbancia de 1,1 + 0,02 unidades a 515 nm, se afiadieron 45 mL de
metanol a 5 mL de la solucibn madre (solucion de trabajo). A continuacién, los
sobrenadantes de CPH y CBS (150 ¢L csoldcidn
de trabajo de DPPH y se almacenaron durante 2 horas en la oscuridad. La actividad de
inhibicion de radicales libres se evalu6é midiendo la disminucion de la absorbancia a 515
nm. Todas las mediciones de absorbancia se realizaron utilizando un espectrometro UV-
Vis. La actividad antioxidante se expres6 como porcentaje de inhibicién de radicales DPPH

mediante la siguiente Ecuacion 3- 1:

PET EEAFAMNEBAAN —— pmm Ecuacién 3- 1

uno)

S

e
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Donde Ao es la absorbancia de la solucién de trabajo de DPPH y A es la absorbancia de

la muestra.

3.1.3Extraccién y purificacién de acidos fendlicos

Los acidos fendlicos presentes en los extractos crudos se fraccionaron siguiendo los
procedimientos descritos por Zadernowski et al.1?® y Kusrini et al.'?* Los extractos de CPH
y CBS se ajustaron a pH = 2,00 con H,S0O4 2 N y se extrajeron con éter dietilico (1:1, v/v)
a temperatura ambiente. Los extractos etéreos de 4cidos fendlicos (denominados acidos
fendlicos libres) se combinaron y evaporaron hasta seq u e d a d al vac
Posteriormente, la fase acuosa se ajusté a pH =7, con NaOH 2 N (hidrdlisis basica) y luego
se evaporO hasta casi sequedad. A continuacion, la mezcla de reaccién se ajustd con
H2.S04 2 N (pH = 2) y se extrajo con éter dietilico como se describié anteriormente. Después
de esto, la fase acuosa se ajusté nuevamente a pH = 7 con NaOH 2 N y luego se evaporo
hasta casi sequedad. El residuo se calenté con 50 mL de H>SO, 2 N durante 30 min a 95°C
(hidrdlisis &cida), se enfrié a temperatura ambiente y se extrajo con éter dietilico como se
describié anteriormente. Este procedimiento se denominé extraccién continua, el cual fue
comparado con una extraccion discontinua, en donde el extracto puro fue sometido a

hidrdlisis basica y acida por separado, como se observa en el Esquema 3-2.

i 1 2 3
[ f
y
<
AR

(1
\ [ I
/ 1 sin hidrélisis 2 Hidrdlisis basica (NaOH) 3 Hidrdlisis cida (H,S04) Ajuste de pH: - B
f=—n e NaHCOs (pH=8) e
i - =
i WSC@ - - = Fase organica H2S0. (pH=2) =
i e, 1 2 3 T'
—\ ) — — —t Eg‘-l-
—
dcidos ¢ -
fendlicos
disueltos
en agua I
AR '\ AR desionizada L.
Extractos optimizados Extraccion acido/base Purificacion Cuantificacion

Esquema 3- 2. Esquema de extraccion acido/base de forma continua y discontinua empleado en
la purificacion de acidos fendlicos presentes en extractos de residuos agroindustriales de cacao.

En cuanto a la purificacién de fracciones de &cido fendlico, cada uno de las fases etéreas,
de las fracciones obtenidos anteriormente, se disolvieron en NaHCOs al 5% (pH = 8) y se
extrajeron cinco veces con éter dietilico. A continuacion, la fase acuosa se acidificd con

H.S04 2 N (pH = 2) y se extrajo con éter dietilico como se ha descrito anteriormente. Los

2
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residuos secos de acidos fendlicos se disolvieron en 5 mL de agua desionizada y fueron

analizados por HPLC.

Considerando la composicién de los extractos, y como posible fuente de acidos fendlicos,
fue seleccionado el extracto CPH para realizar una extraccion a gran escala. Asi, 500 g
en 5 L de metanol/agua (70/30) se sometieron a extraccién convencional (90 min/40°C).
Posteriormente, se filtr, rota-evaporo, centrifugo v liofilizd, obteniéndose 35 g de extracto
de CPH. A continuacién, 11,16 g de extracto liofilizado se disolvieron en 250 mL de agua
destilada y se sometieron a hidrélisis acida.'?*'2* Para ello, se afiadié H.SO4 (pH = 2) y se
agité durante 12 horas a 50°C. Finalizado este tiempo, el extracto se enfrié a temperatura
ambiente y se separ6 con éter dietilico. Posteriormente, el extracto se purificO mediante
extraccion liquido/liquido base-acido (NaHCOs, pH = 8; H,SO4, pH = 2) y se extrajo con
éter dietilico, como se ha descrito anteriormente. La fase orgéanica final se redujoa 1 mL a
temperatura ambiente. Por otro lado, para la purificacion por cromatografia en columna, el
extracto (450 uL) se sembr6 en una columna cromatografica empaquetada con 20 g de gel
de silice 60 (0,004 - 0,063 mm). Se emple6 un eluyente gradiente de dos mezclas de
cloroformo/acetato de etilo/acido acético (30 mL fase A = 75/25/1; 50 mL fase B = 50/50/1),
seguido de 40 mL de metanol. Las fracciones recogidas se analizaron mediante
cromatografia en capa fina (TLC), y los acidos fendlicos se cuantificaron mediante la

metodologia HPLC descrita anteriormente.

3.1.4Sintesis de bioMOFs

Con el extracto CPH purificado se procedié a realizar la sintesis de bioUNAL-1 y los
clusters de zirconio, siguiendo las metodologias establecidas con los acidos fendlicos
comerciales descritas en capitulo 2. Para ello, las fracciones seleccionadas del extracto de
CPH fueron secadas a temperatura ambiente y posteriormente disueltas en agua
desionizada, solvente empleado para la obtencion de los materiales bioUNAL-1 y cluster
de zirconio. Con el extracto disuelto en agua desionizada se procedié con la metodologia
explicada en la seccion 2.1.3, péarrafo 4, y seccion 2.1.4. Los solidos obtenidos fueron

caracterizados por espectroscopia IR, difraccion de rayos X y microscopia oOptica.
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3.2 Resultados y discusion

3.2.10ptimizacién de extracciones

La optimizacién de los extractos obtenidos con CPH y CBS mostré que el extracto de CBS
presenta mayor contenido de fenoles totales (TPC) que el residuo de CPH (Tabla 3-2). En
primer lugar, OFAT no mostr6 diferencias significativas entre las técnicas de extraccion por

ultrasonido y convencional para ambos residuos de cacao (

Tabla A- 3), lo que podria explicarse por el largo tiempo de extraccion (60 min), el cual
provoca una posible degradacion de los polifenoles, desventaja de la extraccién asistida

por ultrasonido.'?®

Un efecto diferente se observd en la relacién residuo/solvente y en la mezcla de solventes,
en donde existe una diferencia notable entre los compuestos fendélicos extraidos (Figura
A- 4 y Tabla A- 5, respectivamente). La mezcla agua/acetona (70/30) se evalud
comparando la cantidad de TPC extraido, donde el agua est4 presente en mayor
porcentaje, considerando que ha sido reportada como medio de reaccion en la sintesis de
bioMOF a base de acidos fendlicos y magnesio.>*# Los resultados del TPC muestran que
la mezcla acetona/agua/acido acético (70:29.5:0.5) extrae los compuestos de interés de
manera mas eficiente, similar a lo reportado por Fajardo Daza et al. 2020.1%* Pero
considerando su futuro uso como precursores en la sintesis bioMOFs, la mezcla de
disolventes seleccionada fue metanol/agua (70:30) ya que la mezcla de
acetona/agua/acido acético ha mostrado desventajas en la sintesis del bioMOF deseado.
Estos inconvenientes en la sintesis se deben a que las mezclas de solventes con diferente
polaridad y acidez, como mezclas de acetona con acido acético, generan la aceleracion y
modulacion estructural, y limitan el crecimiento del bioMOF, interponiéndose entre las
capas cristalinas y modulando su morfologia en una sola direccién.’?’ Lo anterior se
evidencia en los resultados preliminares en nuestro grupo, los cuales muestran que el uso
de acetona/agua/acido acético como solvente en la sintesis de bioMOF produce un sélido
con sefales IR distantes de los bioMOF obtenidos previamente (Figura A- 2). Por el

contrario, el uso de metanol/agua da lugar a estructuras cristalinas tipicas de los MOFs.

Por otro lado, la comparacién de la relacion residuo/solvente mostré un aumento en los
compuestos fenolicos cuando los gramos de residuo disminuyeron, lo que puede ser

consecuencia de mejores procesos de difusion en un mayor espacio de solvente.?812° por
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lo tanto, se selecciond la relacion 1/10 residuo/disolvente para obtener la méxima
extraccion fendlica posible. Asimismo, el tamafio de particula utilizado en el residuo de
CPH mostr6 que es una variable importante a considerar, ya que, como era de esperarse,
a menor tamafio de particula se tiene mayor area superficial, aumentando la interaccién
con el solvente de extraccion.’* En este sentido, los CPH con tamafio de particula inferior
a 2 mm? benefician el proceso de extraccién de compuestos fendlicos. Asimismo, se puede
considerar un efecto sobre la porosidad del CPH, que favorece el contacto del solvente
con el interior de la matriz vegetal, aumentando la transferencia de masa de los fenoles.3!

Tabla 3- 2. TPC (mg GAE/g) extraido con OFAT en residuos de cacao, donde los tamafios de
particula de las muestras de CPH pequefias y grandes fueron <2 mm?2 y >2 mm?2, respectivamente.

Residuo Céscara (>2 mm?), CPH Céscara (<2 mm?), CPH cascarilla, CBS
Técnica de . | | . . | | . . | | .
extraccion Convencional | Ultrasonido | Convencional | Ultrasonido | Convencional | Ultrasonido

Acetona/agua/acido acético (70:29.5:0.5)

s g 110 11,68 + 0,88 13,92+ 1,41 28,22 + 4,68 26,55 + 1,54 144,49 + 17,83 144,50 + 3,76

58

z 9 1/5 8,85+ 1,14 15,03 0,79 26,22 + 4,33 28,58 + 4,37 70,64 + 8,08 72,01 £ 2,09
Metanol/agua (70:30)

Y] 1/10 5,36 + 0,81 9,52+ 0,54 17,36 + 2,85 33,53 + 15,77 81,04 + 15,77 101%'03?

3¢ :

5=

&3 1/5 2,90 + 0,21 2,15+ 0,50 14,48 + 0,53 5,79+ 1,26 36,69+ 1,15 56,75 + 4,08
Agua/acetona (70:30)

52

S C

o 1/10 1,19 + 0,09 1 2,52+0,37 1 9,116 + 1,18 1

o O

@ on

Luego de la seleccion de la técnica de extraccion (agitacion convencional), mezcla de
solventes (metanol/agua), relacién residuo/solvente (1/10) y tamario de particula (<2 mm?),
se optimizaron la temperatura y el tiempo de extraccion. Para este disefio experimental se
analizaron tres intervalos de tiempo (20, 30 y 40 min) y tres temperaturas (22, 30 y 40°C)
en cada residuo de cacao. Los resultados, resumidos en la Tabla 3-3, mostraron una
diferencia significativa en la cantidad de compuestos fendlicos cuando se aumento la

temperatura, y una ligera variacion cuando se usaron diferentes tiempos de extraccion (

Tabla A- 6). Esta tendencia es similar a la observada por Aguilera, Y. et al,**? donde las
altas temperaturas dieron el mayor TPC pero sin variacion en los compuestos bioactivos
obtenidos en tiempos prolongados de extraccion. Ademas, los tiempos de extraccion

prolongados provocan una disminucion de la TPC debido a la descomposicion de los
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compuestos activos, como se ha reportado.®® Ahora, comparando los resultados
anteriores segun el tipo de residuo, aqui nuevamente, el CBS presenta la mayor cantidad
de TPC.

Tabla 3- 3. TPC (mg GAE/qg) extraido bajo diferentes temperaturas y tiempos de extraccion para
residuos de cacao.

Céscara (CPH) Cascarilla (CBS)
Tiempo
30 min 60 min 90 min 30 min 60 min 90 min
Temperatura
22°C 7,30+0,17 | 7,21+£0,19 | 7,3320,30 | 16,80+ 4,67 | 19,29 + 4,26 | 21,72 + 4,57
30°C 7,92+0,68 | 7,96+ 0,24 | 853058 | 28,66+6,24 | 34,69+ 4,51 | 34,60+ 5,65
40 °C 9,43+1,16 | 9,77+0,62 | 10,05+ 0,61 | 42,43+ 0,83 | 41,65+ 1,67 | 36,47 £ 5,74

La identificacion por HPLC en extractos de CPH y CBS, usando estandares de &cido galico
(GA), acido protocatéquico (PCA) y acido p-hidroxibenzoico (p-HB), se muestra en la
Figura 3-1 A. En relacién a la cuantificacién de estos compuestos (Figura 3-1 B, Cy D),
los resultados indican la presencia de GA, PCA y p-HB en el extracto de CBS, siendo el
PCA el de mayor concentracion. Cabe anotar que la cuantificacion del &cido p-
hidroxibenzéico fue considerada ya que Rebollo-Hernanz et al,® demostraron que el CBS
contiene una relacion entre GA, PCA y p-HB de 2,2:89:8,2, siendo la cantidad de p-HB
representativa y una posible interferencia en la sintesis de bioMOF; adicionalmente, no se
hallaron reportes de la presencia de p-HB en extratos CPH. Ademas, este p-HB y sus
derivados de 4cido, son precursores de multiples plaguicidas y fungicidas, dejando asi la
puerta abierta a la produccién simultanea de este con un caracter sostenible y natural a

partir de un extracto de vegetal, en este caso residuos del cacao®.

Los resultados muestran que las extracciones a 40°C por 90 minutos presentan una baja
dispersién de los datos para los 3 &cidos fendlicos analizados. Curiosamente, se ha
reportado que CPH presenta una cantidad mas significativa de GA que PCA, y CBS
presenta una relacion inversa,'??132 pero los resultados encontrados en esta tesis muestran
gue independientemente del residuo agroindustrial, PCA es el acido fendélico de mayor
contenido bajo las condiciones de extraccion optimizadas. Todo lo anterior podria deberse
a que la composicion fendlica depende de factores como el tipo de arbol de cacao, las
condiciones climaticas, la fertilizacion y el tiempo de almacenamiento después de la
cosecha.’®® Finalmente, en la cuantificacion de éacidos fendlicos, no existe diferencia

significativa entre incrementos en el tiempo o temperatura del proceso de extraccion (
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Tabla A- 7). Por lo tanto, se puede sugerir que la concentracion de acido fendlico es

independiente del compuesto fendlico total, en donde si fue posible ver dichas diferencias.

A B
4000 4 3000

CPH | CPH CBS
3500 . CBS | .

3000 4 — patrén 2500 22
2500 ‘
2000 4

1500
[CX 05 min)

Absorbancia (mAU)
Promedio GA (mg/L)

1000 p-HB

(B 4amm (8,08 min)
500 4
)’\)w

1 T T T
0 3 : 6 8 10 12 CPH 3022 CPH B0/30 CPH 90/40 CBS 3022 CBS60/30 CBS 90/40
Tiempo (min)

3000 - 3000 +

.~ ceu [ cBs cen [ cBs

2500 4 2500 ==

2000 4 500

1500 4

1000

Promedio PCA (mg/L)
Promedio p-HB (mg/L)

500

CPH 30122 CPH 60/30 CPH 00140 CBS 30/22 CBS 60130 CBS 90/40 CPH 30/22 CPH 60/30 CPH 90/40 CBS 30/22 CBS 60130 CBS 90/40

Figura 3- 1. (A) Identificacion de acidos fendlicos presentes en residuos agroindustriales de cacao
(GA: acido galico; PCA: acido protocatéquico; p-HB: acido p-hidroxibenzéico). Cuantificacion de

8cidos fen-licos obtenidos en residuos de <cacao

eje x), 60 min y 30°C (60/30) y 90 min y 40°C (90/40). (B) acido gélico, (C) acido protocatéquico y
(D) &cido p-hidroxibenzdico. CPH: Cocoa Pod Husk / Cascara y CBS: Cocoa Bean Shell / Cascarilla.
Por otro lado, la actividad antioxidante del extracto de CPH y CBS se estim6 en 70 y 89%,
respectivamente. Valores determinados utilizando el ensayo DPPH, junto a GA y PCA
comerciales como control positivo (Figura 3-2). Los resultados muestran que ambos
extractos presentan una actividad antioxidante por encima del 70% pero con mayor
eficiencia (reaccion inmediata) en el caso del CBS. Esto ultimo se observo
experimentalmente cuando el extracto de CBS se dejo en contacto con DPPH solo unos
segundos, a diferencia del extracto de CPH, que requiere mas tiempo para reaccionar.

Finalmente, los resultados de la actividad antioxidante no muestran diferencia significativa
al variar el tiempo y la temperatura para cada residuo. Por lo tanto, considerando; qué
residuo produce el extracto con la mayor cantidad de TPC, el mayor &cido fendlico
cuantificado y la mayor actividad antioxidante, el extracto de CBS resulto ser una fuente

potencial de compuestos antioxidantes, protegiendo a las células del estrés oxidativo.*®

con
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Entonces, si se utiliza biomasa residual del procesamiento del cacao como fuente de
compuestos antioxidantes, el CBS es el residuo a utilizar. Por otro lado, si la aplicacion
final es la sintesis de bioMOF para administracion de farmacos, CPH es el mejor candidato
ya que al tener un menor niumero de polifenoles que CBS aumenta la probabilidad de
interaccion entre PCA y GA con el centro metalico, lo que conlleva una mayor probabilidad
de formacién de MOF.1516:59.60
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Figura3-2.Acti vidad antioxidante de CPH y CBS con vari ac
eje x), 60 min y 30°C (60/30) y 90 min y 40°C (90/40). En los casos en que se utilizaron GA'y PCA

disponibles comercialmente como comparaciones. Comportamiento biplot de la actividad

antioxidante de seis tratamientos diferentes de residuos de cacao correlacionados con (B) TPC

(mg/g) y (C) PCA (mg/L). CPH: Cocoa Pod Husk / Cascara y CBS: Cocoa Bean Shell / Cascarilla.

Ademas, considerando la exploracion limitada de PCA como ligando organico en bioMOFs,
a diferencia de GA,*® el comportamiento de la actividad antioxidante (porcentaje de
inhibicion de radicales DPPH) versus cantidad de TPC o PCA en CPH y CBS se
correlacion6 en dos gréficos (Figura 3-2 B y C). Los seis tratamientos analizados se
distinguen en general en dos &reas dependiendo de los residuos de cacao, donde se
observa una diferencia significativa cuando la actividad antioxidante depende de la
cantidad de PCA (Figura 3-2 C). Ademas, se confirma que los extractos CPH tienen un
menor porcentaje de eliminacién de radicales DPPH debido a la cantidad de TPC o PCA,
como se menciond anteriormente.

Sin embargo, aungue los extractos CBS se destacan por altos contenidos de TPC, PCA 'y
un alto porcentaje de inhibicion de radicales DPPH, se observé una distancia entre las
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diferentes condiciones de extraccidon de temperatura y tiempo, al contrario del extracto
CPH. Esto puede sugerir una susceptibilidad de los extractos CBS a temperaturas y
tiempos extremos (mayor TPC o PCA con menor porcentaje de inhibicién de radicales
DPPH). Este analisis sugiere el uso de condiciones intermedias, como 60 min y 30°C, que
no afectarian las propiedades de los compuestos antioxidantes de interés. Sin embargo,
la tendencia observada en el extracto de residuo de cacao fue contraria a lo esperado
segun referencias bibliogréficas, donde el extracto CPH mostré6 una menor cantidad de
compuestos fendlicos (1,78 £ 0,13 mg GAE/g ), lo que se relaciona con una alta actividad
antioxidante (15,24 + 0,09 mg/mL), contrario a lo observado en CBS donde una mayor
cantidad de compuestos fendlicos (3,97 + 0,25 mg GAE/g) se relaciona con una menor
actividad antioxidante (7,04 + 0,02 mg/mL).%%"

Finalmente, y considerando la riqueza de compuestos fendlicos presentes en los residuos
de cacao, los extractos de CPH y CBS de menor dispersién (90 min, 40°C) fueron
analizados por cromatografia liquida de ultra alta resolucién (U-HPLC) con un detector de
masa Orbitrap, andlisis realizado por el CROM-MASS (laboratorio de cromatografia y
espectrometria de masas de la Universidad Industrial de Santander-Colombia). El informe
cualitativo y cuantitativo (Tabla 3-4) muestra una cantidad representativa de xantinas,
catequinas, triterpenoides, acidos fendlicos y un bajo porcentaje de flavonoides, resultados
basados en los estandares de referencia utilizados para el andlisis de compuestos
fendlicos. Esto sugiere que es necesario una purificacion de los extractos de CPH y CBS
antes de su uso como fuente de acidos fendlicos como ligandos organicos en la sintesis
de bioMOF,'%124 ya que la presencia de algunos de estos compuestos, como el acido p-
hidroxibenzdico, pueden interferir en la formacién del bioMOF de interés.

Tabla 3- 4. Determinacién cualitativa y cuantitativa de compuestos fenodlicos de cantidad
considerable (>0,1) presentes en extractos de CPH y CBS.

Compuesto fendlico Patrén Tiempo de Extracto CBS | Extracto CPH
P retencion (min) (mg/Kg) (mg/Kg)
Acido galico 2,1 <0,1 <0,1
Acido fendlico Acido p-hidroxibenzoico 33 29,7 <0,1
Acido vanilico 33 2,8 35,4
. Teobromina 2,7 21,9 130,5
Xantinas
Cafeina 3,1 22,9 3,0
Catequinas Catequina 3,1 42 <01
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Epicatequina 3,3 41,2 0,3

Triterpenoides Acido ursélico 8,8 1,3 10,5
Antocianinas Pelargonidin 3,6 0,1 <0,1
Quercetina 4,5 1,0 <0,1
Flavonoides Lu.teolin. 4,5 1,0 <01
Naringenin 4,9 0,1 <0,1

Apigenin 4,9 0,1 0,5

Flavonoides glicosidog Quercetina 3jlucosido 3,6 3,3 0,1

3.2.2Extraccién y purificacién de acidos fendlicos

Considerando los resultados descritos anteriormente en el analisis U-HPLC, que indicaron
la necesidad de un preacondicionamiento de la muestra, una de las estrategias para
mejorar la extraccion y purificacion de acidos fendlicos en los extractos CPH y CBS, es la
extraccion acido/base. Esta estrategia mostr6 que en el extracto de CPH, al realizar
hidrélisis acida con el procedimiento discontinuo (Figura 3-3 A) se aumenté el area del
pico asignado a PCA (4,65 min), y por ende la cantidad de PCA en el extracto (608,20
mg/L), si se compara con los resultados observados en los otros procedimientos, inclusive
al realizar el proceso continuo (Figura 3-3 B). Lo anterior es de gran interés, ya que los
residuos de CPH representan la mayoria de masa (75%) generada durante la cadena de

produccién en la industria del chocolate.
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Figura 3- 3. Cromatogramas HPLC obtenidos en la extraccion y purificacion de acidos fendlicos
presentes en extractos de cascara. (A) Procedimiento discontinuo. (B) Procedimiento continuo.

Un comportamiento similar se observa en los extractos de CBS, en donde la hidrolisis acida

en el procedimiento discontinuo (Figura 3-4 A) aumenta las areas de los picos asignados

a PCA y p-HB, al compararlo con lo observado en el procedimiento continuo (Figura 3-4

B). Curiosamente, en CBS se obtiene mayor cantidad de p-HB al realizar hidrolisis basica

0 acida de forma discontinua. Por otro lado, al realizar la extraccion y purificacion de forma

continua, se observa que este procedimiento favorece de forma selectiva la extraccion de

PCA. Esto ultimo puede ayudar a la formacion de estructuras tipo bioMOFs basadas en

PCA, ya que disminuye la presencia de otros compuestos que puedan competir en la

coordinacién del centro metalico empleado en la sintesis.
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Figura 3- 4. Cromatogramas HPLC obtenidos en la extraccion y purificacion de acidos fendlicos
presentes en extractos de cascarilla. (A) Procedimiento discontinuo. (B) Procedimiento continuo.

Finalmente, considerando como criterio de seleccién las diferencias en la cantidad de PCA
extraido en los procesos de extraccion continuo / discontinuo, asi como el porcentaje de
masa de residuo (75% CPH y 12% CBS), obtenido durante la cadena de produccion del
chocolate, se llevé a cabo solo la purificacién del extracto de CPH mediante cromatografia
en columna (CC). La purificaciéon de acidos fendlicos en el CPH, realizando proceso
discontinuo con hidrolisis acida y con CC, mostré de forma exitosa el aislamiento de los
acidos fendlicos de interés en la presente investigacion, en donde la fraccion enriquecida
con PCA (F4+F5) no presenta otros posibles compuestos interferentes en la sintesis de
bioMOF deseado, como se observa en la Figura 3-5 A y Figura 3-5 B. Al comparar la

cantidad de PCA extraida y purificada del CPH, se encontro que hay35 € g PCA/ g CPH,
en la fraccion recuperada luego de purificacion por CC, un valor inferior, como era de
esperar se, a los 89 e©g PCA/ g residuo en el e

purificacion por CC. Este ultimo valor es muy cercano al descrito en la literatura (129,7
e g /% )Jo,cual indica que la metodologia de extracciéon es 6ptima y ademas que la
resolucién del pico de PCA y sus componentes vecinos es mayor a 2, implicando precision

de la exclusion y la buena seleccion de la técnica de purificacion.
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Figura 3- 5. (A) Cromatograma HPLC obtenidos en la extraccion y purificacion de acidos fendlicos
presentes en extractos de CPH. (B) Seguimiento de las fracciones recolectadas en columna
cromatografica. CPH/Ha corresponde a extracto CPH con hidrélisis acida en tratamiento
discontinuo.

3.2.3Sintesis de bioMOFs a partir de acidos fendlicos presentes en
biomasa residual de cacao

Después de cuantificar la cantidad de GA y PCA presente en las fracciones de los extractos
purificados (seccion 3.2.2 ), asi como las cantidades requeridas de MgSOas y Zr(SOa)2, las
fracciones recuperadas de CC, las condiciones de sintesis de bioUNAL-1 (seccién 2.1.3),
y la forma en que se obtuvo el cllster de zirconio (seccion 2.1.4), se procedio a sintetizar
el bioMOF usando los &cidos fendlicos extraidos de la biomasa residual de cacao. El
primero de los intentos de sintesis consistié en emplear la fraccion rica en PCA (F4+F5),
para ello la fraccion se llevo a evaporacion hasta sequedad y se adicionaron 2 mL de agua
desionizada, que posteriormente se ajust6 gota a gota su pH con KOH acuoso (1 M), hasta
alcanzar un pH = 9,00. Por otro parte, se preparé la solucion 2 disolviendo 10 mg de MgSO.
en 0,5 mL de agua destilada. Ambas soluciones se sometieron durante 10 minutos a un
bafio sonicador, para posteriormente adicionar la solucién 2 sobre la solucion 1, ajustando
nuevamente el pH de la solucion final (pH = 9,00). Luego de tener mezcladas las soluciones

1y 2 se coloco el vial en el bafio sonicador durante 60 min.

Posterior al tiempo de reaccion se analizaron los cambios en el extracto mediante
espectroscopia infrarroja, en donde el espectro IR (Figura 3-6 A) del extracto purificado,
antes (pH 9 ajustado con KOH) y después (adicion de MgSO, y ultrasonido 1h) de la

sintesis, muestra una sefial intensa en 1045 cm, la cual es caracteristica del enlace OC-
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O-CO, y desaparece en el espectro del solido obtenido después de la sintesis. Esto puede
explicarse por la presencia del acido acético en las fases méviles utilizadas en CC, el cual
pudo formar un enlace anhidrido con la parte carboxilica del PCA, asi como posibles
residuos del solvente de extraccion en la purificacion (dietiléter). Cabe destacar que los
extractos caracterizados antes y después de la sintesis se encontraban a un pH igual a 9,
por lo cual el sistema de sintesis cuenta con especies carboxilatos y fenolato provenientes

de los &cidos mencionados anteriormente.

Posterior al tiempo de reaccién, se obtuvo un soélido disperso en solucién, el cual fue
comparado con bioUNAL-1 obtenido con los reactivos comerciales. Inicialmente, el
espectro del sélido (Figura 3-6 A azul) detalla una restauracion de los OH en la parte
fendlica del PCA, debido al rompimiento de los enlaces éster formados antes de la sintesis
(C-O de éster aromatico (1268 cm™), los cuales muestran una disminucién de la sefial y
gue guardan una relacién con el aumento de intensidad en la sefial caracteristica del
enlace C-O de alcohol secundario (1094 cm™). Otra disminucién en la intensidad de la
sefial es en la asignada a la presencia de carboxilatos (1523 y 1370 cm™), en donde es
débil para el sélido obtenido después de la sintesis, indicando posiblemente nuevas
interacciones en la parte carboxilica del PCA, demostrando que no corresponde al
bioUNAL-1 esperado.
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Figura 3- 6. (A) Espectros IR de fraccion rica en PCA (F4+F5), antes (gris) y después (negro) de la
sintesis, comparado con espectro del sélido obtenido (azul) de la sintesis realizada y el obtenido en
bioUNAL-1 (verde). (B) Difractogramas de precursores de sintesis (MgSOas - gris, PCA - negro y
bioUNAL-1, verde), comparados con el sélido obtenido después de la sintesis (azul) empleando
CPH purificado.

Igualmente, y considerando la importancia de analizar la cristalinidad del sélido obtenido,
al comparar los difractogramas de los precursores de sintesis, bioUNAL-1 (sintetizado en
el capitulo 2) y del sélido generado, se observa que los picos de difraccién no coinciden
con ninguno de los difractogramas tomados como referencia, confirmando la no formacién

del material deseado.

Con lo anterior y partiendo de la variada composicién quimica de los extractos de cacao,
las sintesis de MOF con extractos implican multiples efectos en la formacién y abre la
puerta a varios productos de sintesis, ya que las moléculas de solvente (H.O), acidos
(AcOH) y bases compiten por los cllsters de Mg. Por ejemplo, un primer fendmeno es el
AcOH proveniente de la purificacion, el cual puede actuar como modulador y ocupar un
espacio en el magnesio,'*® dejando a las moléculas de PCA desligadas. Igualmente, otras
interacciones, con efectos de desplazamiento/competencia, se dan en la incorporaciéon de

moléculas del solvente e hidroxilo,'3°4° disminuyendo asi las probabilidades de interaccion
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Mg-PCA deseadas para un MOF. Debido a estas mdultiples interacciones mencionadas con
el cluster metalico se hace dificil llegar a una estructura cristalina tipo MOF, debido a la
aleatoriedad de ligandos que pueden coordinar el magnesio. Sin embargo, estos
materiales generados con defectos estructurales son bien aceptados como cuasi-MOF,
debido a su multivariabilidad de moléculas de ligandos/solventes/metales en una misma
estructura,'*'42 o que les confiere un amplio espectro de caracteristicas fisicoquimicas y

por ende aplicaciones.'*

Respecto el material con Zr, en la sintesis después de efectuar el tiempo de reaccion, se
obtuvieron solidos que se compararon con los cllsteres sintetizados (seccion 2.1.4) y
tomados como referencia. Se evalué el espectro infrarrojo y el patron de difraccion,
diagramas que se muestran en la Figura 3-7. Inicialmente, observando el espectro
infrarrojo del solido después de la sintesis, este no es congruente con el espectro de
Zr(SO4)2_ GA mod, mas sin embargo, la sefial sobre 1090 cm™? puede corresponder a
sulfatos del mismo metal, debido a que presenta sefiales cercanas a las halladas por
Miranda et al. para Zr(SO.); y sus 6xidos (1000, 1063, 1149 y 1242 cm 1),** vy la sefial
en el rango de 3000 cm™ y 3500 cm™ correspondiente a grupos OH, cabe la posibilidad de
un segundo material con moléculas de agua que configuran la estructural del material,
siendo como consecuencia un patron de difraccion de rayos x diferente al cluster, al
presentar angulos de difraccion a 2d diferentes a 7,70, 7,89 y 9,19° y a los del sulfato de

zirconio puro (Figura 3-7 B, negro).

Desde otra perspectiva, y teniendo en cuenta todo lo anterior resulta que para generar
bioMOF partiendo de los extractos de cascara y cascarilla del cacao, se debe [i] procurar
una metodologia o combinacion de técnicas que permita la mayor concentracion de acido
galico y protocatéquico del material vegetal (ejemplo: extraccion de fluidos super criticos),
[ii] evitar interferencias de solventes y bases/acidos en la purificacion de los 4cidos con alta
pureza y [iii] evaluar mediante la modificacion de una plataforma de estudios de defectos
como el UiO-66 (altamente estable), si las relaciones defecto-propiedad son consistentes

entre diferentes sistemas, 0 si es necesario mirar cada sistema independientemente.
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Figura 3- 7. Espectros IR de las fracciones restantes (F1-F8), antes (gris) y después (negro) de la
sintesis, comparado con espectro del sélido obtenido (azul) de la sintesis realizada y el obtenido en
bioUNAL-1 (verde). (B) Difractogramas de precursores de sintesis (ZrSOas - gris y bioUNAL-1,
verde), comparados con el sélido obtenido después de la sintesis (azul) empleando CPH purificado.

3.3 Conclusiones

En resumen, el CBS extraido demuestra mayor TPC, porcentaje de inhibicion radical DPPH
rapido y una alta cantidad de acidos fendlicos (protocatéquico, p-hidroxibenzéico), lo que
lo convierte en un candidato potencial como fuente de acidos fendlicos en la sintesis de
bioMOFs antioxidantes, con capacidad de transportar otras sustancias de interés. Sin
embargo, estos extractos demuestran una diferente cantidad de otros compuestos, los
cuales pueden competir en la coordinacién del centro metalico utilizado en la sintesis del
bioMOF.

Alternativamente, el extracto de CPH podria ser una solucion atractiva ya que presenta
propiedades estables a través de las condiciones de extraccion, asi como menos riqueza
de contenido en polifenoles. Independientemente del residuo trabajado, los procesos de
extraccion y purificacion de &cidos fendlicos demostraron ser efectivos para lograr la

extraccion selectiva del acido fendlico de interés (PCA). Sin embargo, la presencia de
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moléculas necesarias para la sintesis de estructuras tipo MOFs, en ocasiones se
convierten en un desafio para dirigir la sintesis de la estructura deseada, debido a mdultiples

fendmenos en la coordinacién por el centro metalico.

Como consecuencia de lo anterior, la sintesis de bioMOFs, basados en extractos de
residuos agroindustriales de cacao, requiere un estudio exhaustivo en las condiciones de
sintesis que favorezcan la obtencién de la estructura, asi como nuevos enfoques que
permitan la purificacién de los extractos sin involucrar moléculas que puedan interferir en

la sintesis de MOFs.
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4Estabili dad de bi o MOF s

pat ol -gi malsadas

Después de la obtencion de los materiales Mg(Hzg a | ). P M bioUNAL-1, los cuales
fueron previamente caracterizados en el capitulo 2, es necesario verificar el
comportamiento de los mismos ante el contacto con el agua y medios patolégicos
simulados, lo cual es indispensable para materiales con posible aplicacion como sistemas
de liberacion controlada. Es por ello que en este capitulo se presentan los resultados
obtenidos en la caracterizacion de Mg(Hzg a | )@ B ¥#bioUNAL-1 cuando se encuentran
en presencia de agua y soluciones buffer de fosfato a pH 7,2 y pH 4,0. Inicialmente se
analizan las interacciones de los materiales con los medios evaluados mediante la
medici -n del p ot emniec se presentan losRcantibseestiuaiurales de los
ligandos organicos liberados (acido galico y acido protocatéquico), estudiados mediante
espectroscopia UV-Vis, asi como las cinéticas de liberacion de los mismos, ajustando estas
curvas a modelos cinéticos ampliamente utilizados en estudios de liberacion controlada de
farmacos. Finalmente, se estudia la sintesis in situ de estos materiales en conjunto con
dos moléculas de interés biolégico: rodamina 6G y curcumina. Adicionalmente, en este
capitulo se complementa lo mostrado en el capitulo 2 y se corrobora la sintesis de
Mg(Hzg a | )@ B ybioUNAL-1, al igual que la incorporacion de rodamina 6G y curcumina
en la estructura del material, mediante caracterizacion IR, DRX y TGA, asi como el estudio
de cambios estructurales (espectroscopia UV-Vis) y las cinéticas de liberacion de los
ligandos organicos, junto a las moléculas incorporadas, con enfoque especial en la

curcumina.

e

I
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4.1 Seccidn experimental

4.1.1Materiales

Los reactivos empleados son curcumina y rodamina 6G (Sigma Aldrich), fosfato
monobasico de potasio, fosfato dibasico de potasio y &cido fosférico (Supelco), etanol
(Merck), acetonitrilo grado HPLC (Merck). Membranas de dialisis (3.5 KDa).

412Det erminaci -n potenci al G

Considerando la importancia de comprender las interacciones entre particulas y el medio
de dispersion o también con especies biologicas, la carga superficial de los bioMOFs
Mg(Hzg a | )@ P K bioUNAL-1 fue evaluada mediante el calc ul o de | pot
ello, 5 mg de cada material fueron pesados en tubos de ensayo, y se adicionaron medios
diferentes: etanol, buffer fosfato a pH 7,2 (PBS 7) y buffer fosfato a pH 4,0 (PBS 4). Las
mediciones de potenciale f uer on r e a lguipp deddspersi@érde luzrdindenica
(DLS), Horiba nanosizer, agregando cada medio justo antes de realizar la medicion en el

equipo, y midiendo nuevamente las mismas muestras a las 24 horas.

4.1.3Degradacion de bioMOFs mediante la liberacion de ligandos
organicos en condiciones fisioldgicas simuladas

Teniendo en cuenta que la liberaciéon controlada de farmacos en Mg(H.g a | ). P M
bioUNAL-1 se rige por el proceso de degradacién de su propia estructura, y no mediante
procesos tradicionales (fisisorcion / desorcién),> el estudio de la estabilidad estructural de
materiales y biomoléculas fue realizado monitoreando la liberacion de los ligandos
organicos (GA y PCA) componentes de Mg(H.g a | )@ P ybioUNAL-1. Para ello, 10 mg
de cada bioMOF fueron dispersados en 5 mL de cada medio evaluado (agua, PBS 7y PBS
4), mantenidos en agitacion (100 rpm) y calentamiento (37°C) en viales sellados durante 2
dias, y se tomaron alicuotas de 1 mL en varios puntos temporales (15, 60, 120, 420, 1440
y 2880 min). Cada una de estas alicuotas fue filtrada (filtro 0,2 um, nylon) antes de la
medicion por espectroscopia UV-Vis (260 nm en GA y 289 nm en PCA). El porcentaje de

ligando liberado (% GA liberado y % PCA liberado), fue calculado mediante la

% & "QQOE VA QI @A st ——x100 Ecuacion 4. 1:

ba QOO VAQI @RI ———— pTmT Ecuacion 4. 1

enci

al
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Donde mg liberados corresponde a la cantidad de ligando organico (GA 6 PCA)

cuantificado en cada alicuota tomada durante la cinética de liberacion.

4.1.4Evaluaciéon de bioMOFs como sistemas de liberacion controlada:
incorporacion de Rodamina 6G y Curcumina

En la busqueda de mejorar la incorporacion de principios activos en estructuras tipo MOFs,
en literatura pueden encontrarse diferentes estudios que reportan principalmente dos
estrategias para lograr la incorporacion de una molécula dentro del MOF, la primera
consiste en la incorporacion del principio activo por medio de inmersion.?® Y la segunda
considera la incorporacion in situ, en donde el MOF es sintetizado en presencia del
principio activo en un solo paso,*® enfoque que se destaca por mejorar la eficiencia y
permitir el ajuste de la cinética de liberacion del farmaco gracias al control de las
condiciones de sintesis.*® Considerando lo anterior, la evaluacion de los materiales, como
futuros agentes terapéuticos antioxidantes, se realizé mediante la incorporaciéon por
inmersién e in situ de curcumina (CUR), Figura 4-1 A, y rodamina 6G (ROD), Figura 4-1
B. Esta moléculas presentan un interés bioquimico gracias a su destacado rol, la primera
de ellas empleada como farmaco en tratamientos para la prevencion y/o control de
diferentes enfermedades,'*’ y la segunda es utilizada como marcador fluorescente en la

obtencién de bioimagenes.'*®

A B

e
HO OH

O\ /o

Curcumina Rodamina 6G

Figura 4- 1. Estructura de moléculas de interés bioldgico: A. Curcumina. B. Rodamina 6G.

Con el propdsito de incorporar ROD y CUR en los bioMOFs de estudio, la sintesis por
inmersion (Figura 4-2 A) e in situ (Figura 4-2 B) fueron evaluadas para la obtencién de
Mg(Hzg a | )& P@ROD, Mg(Hxg a | ). P@CUR, bioUNAL-1@ROD y bioUNAL-

1@CUR. Encontrando que con la sintesis in situ se logro la obtencion del material con la
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incorporacion esperada, y con la sintesis por inmersién no fue posible evidenciar la
incorporacion de las moléculas en el material. Asi, la sintesis in situ consistié en agregar
una solucién etandlica de la molécula a incorporar, teniendo en cuenta reportes en
literatura (0,024 mg ROD* y 7,33 mg CUR?®), en la solucién acuosa con el ligando
organico (GA 6 PCA). Posteriormente, se ajusto el pH con una solucion de KOH (10 M),
se adicion6 el MgSO4 en solucion, y se sometié a ultrasonido durante 1 h (condiciones
descritas en el capitulo 2, seccién 2.1.3, parrafo 2 al 5). Los rendimientos obtenidos fueron
45% para Mg(Hzg a | A P@ROD, 52% para bioUNAL-1I@ROD, 30% para
Mg(Hzg a | ). P@CUR y 56% para bioUNAL-1@CUR.
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Figura 4- 2. Montaje experimental de sintesis por inmersién (A) e in situ (B) de ROD y CUR en
bioMOFs. Ensayo de liberacién con modificacion de membrana de dialisis (C).

Los materiales obtenidos fueron caracterizados por espectroscopia infrarroja (IR),
difraccion de rayos X (DRX) y andlisis termogravimétrico (TGA). En cuanto a la evaluacion
como sistemas de liberacion controlada, inicialmente los materiales se degradaron en
medio acido durante 2 horas y en agitacion constante, para desestabilizar la estructura del
material y detectar la presencia de ROD y CUR mediante espectroscopia UV-Vis y
fluorescencia. Posteriormente, para las cinéticas de liberacion (Figura 4-2 C) se realizaron
modificaciones a la metodologia descrita en la seccién 4.1.3, en donde fueron empleadas
membranas de didlisis y tomadas alicuotas en 0, 1, 3, 5, 10, 15, 30, 60, 120, 180, 420,
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1440y 2880 min. La cuantificacién de ROD y CUR se realiz6 por HPLC, segln los método

cromatograficos reportados por Zhang et al.’*! y Posada et al.'®?

4.2 Resultados y discusion

421Det erminaci -n potenci al c

Para comprender el comportamiento hidrodinamico de los materiales sintetizados, la carga
superficial de Mg(Hzgal ) A Bly bioUNAL-1 fue analizada por medio de mediciones del
p ot e n cFigara 4-3). Cdmo valor de referencia se obtuvo un potencial de 4,00 mV
0,44 y 4,92 mV + 0,63 de Mg(Hzg a | )@ P M bioUNAL-1, respectivamente, medidas
tomadas en etanol. Estos valores positivos en el potencial pueden explicarse por una
escasa presencia de especies carboxilato/fenolato (provenientes de los ligandos
organicos) en la superficie de los materiales, y por consiguiente una mayor cantidad de
sitios de Mg libre (sin coordinacion con el ligando) en Mg(H.g a | ).@& B,i en el caso de
bioUNAL-1, de sitios Mg y K libres, considerando la elucidacién estructural de este nuevo
bioMOF (ver seccién 2.2.1).1%3

Al evaluar los materialesenmedioPBS7s e observa di sminuci -
0,18 en Mg(Hg a | A P iy 1,07 + 0,03 en bioUNAL-1), lo cual puede explicarse
principalmente por las interacciones entre los sitios de metal libres (cationes) del bioMOF
y los iones fosfato (aniones) presentes en el medio PBS 7. Y secundariamente, por las
nuevas interacciones carboxilato/fenolato (aniones) y cationes presentes en el medio
utilizado.*® Un caso diferente ocurre con la exposicion a PBS 4, en donde
Mg(Hzg a | )& P Hdisminuye ain mas su potencial (0,64 mV * 0,46), y bioUNAL-1
presenta una carga superficial de 1,28 mV + 0,02. Lo anterior puede deberse al
rompimiento de las estructuras favorecido por la mayor presencia de H* en el medio &cido,
generando en el caso de Mg(Hzg a | )@ P Hn equilibrio entre los sitios libres de Mg y
carboxilato/fenolato. Para bioUNAL-1 se evidencia una tendencia diferente, en donde el
valor del potencial en PBS 4, con respecto al valor en PBS 7 (1,07) indicaria incremento
de los sitios Mg/K libres, con respecto a los sitios carboxilato/fenolato libre, un aumento
gue puede deberse al rompimiento mas rapido de la estructura, comparado con
Mg(Hzg a | ). P.H
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Figura 4- 3. Valores de potenciale 0 b t e nNg¢Hegsa | )48 P ¥bioUNAL-1 ante la exposicion
de los materiales en diferentes medios: Agua (negro), PBS 7 (azul) y PBS 4 (rojo).

Por su parte, en sistemas bioldgicos, se har eport ado que el potenci a
directamente con la carga superficial de las membranas celulares, disminuye con la

malignidad de las lineas cancerosas, pasando de 0 mV para células sanas a valores

negativos en células enfermas.'®® Por ejemplo, las lineas cancerosas tipo HeLa y MCF-7

presentan potenciales negativos cercanos a -19,4 mV y -20,9 mV, respectivamente.

Valores que se deben a la presencia de especies no ionogénicas en la membrana

celular.’®® En ese sentido, se esperaria que Mg(Hzg a | ). P K bioUNAL-1 al tener
potenciales ¢ positivos presenten una interacci
las células cancerosas, considerando las fuerzas electrostaticas presentes en los
materiales.'®®

4.2.2Liberacion de ligandos organicos en condiciones fisiologicas
simuladas

La estabilidad de Mg(Hzg a | )& P #bioUNAL-1 en agua y PBS a diferentes pH (7,2 y
4,0) fue estudiada mediante la deteccion de los ligandos orgénicos (GA 6 PCA) presentes
en el medio evaluado. Lo anterior teniendo en cuenta que la liberacién de GA y PCA
depende de la velocidad de degradacion de la estructura del bioMOF, como lo menciona
Cooper et al.>* En la Figura 4-4 se muestran los espectros UV-Vis de las especies i6nicas
carboxilato/fenolato, presentes en los bioMOFs (Hzgal? y Hprot?, estructuras mostradas

como insertos), las cuales corresponden a las alicuotas tomadas de los medios evaluados
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y de los materiales en estudio, presentando comportamientos diferentes al variar el pH.
Estas especies se compararon contra sus patrones comerciales (GAy PCA), en cada uno
de los tres medios estudiados. Los resultados obtenidos muestran que cuando
Mg(Hzg a | )& P i bioUNAL-1 se encuentran en agua y PBS 7, se evidencia un ligero
desplazamiento a longitudes de onda cortas en las bandas caracteristicas de transiciones
el ectr - -ni(ass 'nfM en GA, 20 37 (263mmemGAP2G3INMyY 0 n Y’
nm en PCA) lo cual se debe a la presencia de las formas desprotonadas (carboxilato y

fenolato) en la estructura del acido fendlico.*®’

Agua PBS 7 PBS 4
020 — Palron GA — Patron GA
PN — 15 min — 15min
9 PN — 60 min — 60min
Q' HO" [r] OH 120 min — 120 min
I = - 420 min =z 5 £20 min
= =2 1440 min =3 =2 1440 min
g = — 2880 min = o — 2680 min
- g’ = |5
= @ © 5
> b= £ £ 104
= S S 5
] B 8
k4 < <
02+ . 05
by s
R, N
00 - : T T e ' T - - 1 0.0 . Ay
200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
D E .. Foo
03,20 — Patrén PCA 1 0320 — Patrtn PCA — Patron PCA
— 15min 104 — 15min 104 — 15min
— 80 min — 60min — B0 min
OH — 120 min 1 OH — 120 min — 120 min
- = a 420 min T 084 o, 420 min T os-| 420 min
= 2 1440 min = 1440 min = 1440 min
§ 9 — 2830 min o — 2880 min B — 2880 min
5 e 2 o8 2 08
2 ] © @
a £ £ =
5 5 S
a 2 04 B 04
< Ed <
02 02
! . ‘i:f.r}a|;".‘
00 T r e ey 0.0 e 0 ; ; r )
200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500 200 250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 4- 4. Espectros UV-Vis obtenidos de la degradacion de los materiales bajo diferentes medios.
Donde A, B y C corresponden a Mg(H.g a | ). Pl D, E, y F a bioUNAL-1.

Adicionalmente, en los espectros UV-Vis de los materiales en agua y PBS 7 se observa la
aparicion de nuevas bandas de absorcidn superados los 300 nm (337 nmy 404 nm en GA,
364nm en PCA, aproximadamente), bandas que al considerar la presencia de fenolatos,
al romperse la estructura del bioMOF, pueden explicarse por la autooxidacion de los &cidos

fendlicos (formacién de o-quinonas),*® como se muestra en el Esquema 4- 1.
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Esquema 4- 1. Formacién de o-quinonas como subproducto de la autooxidacion de &acidos
fendlicos.

Por otro lado, los espectros UV-Vis de los materiales en medio acido (PBS 4) muestran
leves desplazamientos hacia menores longitudes de onda (263 a 259 nm, 213 a 211 nm),
sin la aparicion de bandas adicionales, como las observadas y analizadas anteriormente
(PBS 7y agua). Esto ultimo sugiere que existe un proceso de regeneracion de la estructura
del acido fendlico gracias a la abundancia de H* presentes en el medio evaluado. Lo
anterior es de gran interés, considerando que un ambiente &cido es caracteristico de
células cancerosas, lo cual favorece la estabilidad de la estructura quimica del PCA y GA,
estructura necesaria para que impartan su poder antioxidante. De manera que la accién
antioxidante de los acidos fendlicos frente al desequilibrio de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) es conservada aun después de que ellos se desprendan

de la estructura del bioMOF.

En cuanto a la presencia de o-quinonas en un ambiente celular, se ha reportado que su
actividad bioldgica depende de la reactividad, concentracién y tiempo de exposicién, a lo
cual se recomienda la realizacién de ensayos in vitro los cuales permitan esclarecer su
efecto en células.’®® Recientemente se ha reportado el uso de quinonas como agentes
anticancerigenos, gracias a su capacidad de minimizar la accion de ROS en células
cancerosas, sin embargo, se requiere comprender los mecanismos de accién para explorar

su potencial terapéutico.®®

Finalmente, las cinéticas de liberacién preliminares de GA / Hxgal? y PCA / Hprot?, durante
la degradacion del bioMOF, fueron ajustadas a cinco modelos cinéticos, a los cuales se les
calculé el coeficiente de determinacion (R?) como una medida de la linealidad de los datos.
En la Tabla 4-1 se exponen los valores obtenidos, en donde los valores de R? mas altos
se consideran los mejores ajustes a los datos de liberacion.'®* Considerando lo anterior,

para ambos materiales, Mg(H2g a | )@ P K bioUNAL-1, en los tres medios evaluados,
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los mejores ajustes ocurren con los modelos cinéticos de 1° orden y Korsmeyer-Peppas.
De lo anterior se deduce que, al seguir un modelo de 1° orden, la liberacién del ligando
organico (GA / Hxgal? 6 PCA / Hprot?) desde el bioMOF se ve influenciada Gnicamente
por la concentracion del mismo, y en cuanto al modelo Korsmeyer-Peppas, la liberacion se
encuentra mejor representada al tener en cuenta méas de un tipo de fenémeno (en el caso
de los MOFs, erosion del material y difusién del medio) involucrado en la liberacion del
principio activo (ligando organico).16?

Tabla 4- 1. Coeficientes de determinacion de modelos cinéticos en la liberacién de acidos fenélicos
durante la degradacion de los bioMOFs.

Modelo cinético y sus valores de R?
bioMOF Sistema Orgen or%jen Higuchi Koprzr[‘)n;;/ser- glr)és\';:ﬁ
Agua | 0,5338 | 0,8681 | 0,7099 0,7568 0,7572
Mg(Hg a | A P | PBS7 | 0,5448 | 0,8040 | 0,7277 0,7598 0,7177
PBS 4 | 0,5600 | 0,8024 | 0,7262 0,7234 0,725
Agua | 0,6032 | 0,8710 | 0,7794 0,8765 0,7824
bioUNAL-1 PBS 7 | 0,5400 | 0,7873 | 0,7246 0,8003 0,7039
PBS 4 | 0,4147 | 0,8404 | 0,5788 0,6569 0,6915

Al analizar las constantes cinéticas obtenidas de los modelos con mejor ajuste, en
Mg(H.g a | )@ P sk evidencia que el comportamiento cinético de primer orden en agua
y PBS 7 es similar (K= 0,054 y K= 0,068, respectivamente, donde K es la contante de
velocidad y se calcula con el valor de la pendiente) comparado con PBS 4, en donde el
valor de K disminuye (K= 0,030), indicando una liberacion mas lenta de GA en medio &4cido,

como se observa en la Figura 4-5 A.
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Figura 4- 5. (A) Curvas de liberacion de GA en diferentes medios: Agua (negro), PBS pH7 (azul) y
PBS pH4 (rojo). (B) Gréficas de modelos cinéticos con mejor ajuste.
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En cuanto al comportamiento cinético de bioUNAL-1 (Figura 4-6), aunque en el caso de
PBS 4, el mejor ajuste se da con el modelo de primer orden, los valores de R? son muy
cercanos con Korsmeyer-Peppas, por ende, se realiza la discusion con este ultimo para
practicidad del analisis entre los medios utilizados. Aclarado lo anterior, los valores de K
(constante relacionada con la velocidad de liberacion) muestran un incremento en la
liberacion de PCA, primero ante la presencia de buffer fosfato, y luego con cambio en la
acidez del buffer. En cuanto a los valores de n (constante relacionada con el mecanismo
de liberacion, y calculada con el valor de la pendiente, con los cuales se determina el tipo
de difusion), estos se encuentran en el mismo rango de clasificacién (0,371 en agua; 0,370
en PBS 7; 0,387 en PBS 4), valores inferiores al criterio n < 0,45.1%® Lo que indica una
difusion cuasi-fickiana, es decir, la liberacion PCA se rige por difusién parcial de la
superficie y poros en la estructura, como lo describen Aguila-Rosas et al.'%4
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Figura 4- 6. (A). Curvas de liberacién de PCA en diferentes medios: Agua (negro), PBS pH7 (azul)
y PBS pH4 (rojo). (B) Graficas de modelos cinéticos con mejor ajuste.

4.2 .3Evaluacion de bioMOFs como sistemas de liberacién controlada:
encapsulacion de Rodamina 6G y Curcumina

En el campo biomédico, los MOFs se han destacado por rol como transportadores de
moléculas gracias a su alta capacidad de carga, la cual estd relacionada con las
propiedades fisicoquimicas del MOF. Una forma de mejorar dicha capacidad es la
metodologia de encapsulacion que se emplea, en donde la sintesis en un paso, o in situ,
se destaca por la coprecipitacién del MOF con la molécula terapéutica. Y la encapsulacion
post sintesis, o por inmersion, se caracteriza por la adhesién superficial de las moléculas

huésped en el MOF.'® Al realizar la incorporacién de rodamina 6G (ROD) y curcumina



Estabilidad de bioMOFs en condiciones patolédgicas simuladas 94

(CUR) en los bioMOFs, mediante los enfoque por inmersion e in situ, la obtencién de los
materiales con la incorporacion de ROD y CUR solo se evidencié mediante la sintesis in

situ, la cual puede estar favorecida por la formacién de enlaces quimicos y no por
interacciones de Van der Waals.6¢

Por su parte, al analizar los espectros IR de Mg(Hzg a | )@ P Kigura 4-7 A, negro) y
Mg(Hzg a | )& P@CUR (Figura 4-7 A , azul) se observa la aparicion en este ultimo de
dos sefiales en 1171y 917 cm, las cuales pueden encontrarse en el espectro IR de CUR
(Figura 4-7 A, gris). Sefales correspondientes a los enlaces C-O de éter y C=C de
alqueno, respectivamente, en la estructura del polifenol, lo cual indica que la
espectroscopia IR nos permite identificar la presencia de CUR en el bioMOF.
Adicionalmente, se observa la disminucién de la sefial en 1116 cm™, la cual se atribuye a
la presencia de grupos sulfatos en la estructura de Mg(Hz2g a | )@ B,Hhdicando que la
CUR reemplaza los iones sulfatos presentes en el material, debido a sus grupos ricos en
electrones (fenolato y metoxi). En cuanto a la identificacién de la ROD en el bioMOF, el
material Mg(Hzg a | ). P@ROD (Figura 4-7 B, azul) muestra una sefial adicional en
1717 cm™ comparado con las encontradas en Mg(Hzg a | ).@& P @Figura 4-7 B, negro), y
gue se encuentra en la ROD (Figura 4-7 B, gris), la cual es asignada a la presencia del
enl ace C=0 drsatu@dotgeerpredéntebla estructura. De nuevo, permitiendo

sugerir que el analisis por IR permite determinar la presencia de ROD en el bioMOF.
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Figura 4- 7. Comparacion de espectros IR de Mg(Hzg a | )@ @rlas moléculas incorporadas (A
para CUR, y B para ROD) en su estructura.
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Por su parte, el material bioUNAL-1@CUR (Figura 4-8 A, azul), evidencia muchas méas
sefales adicionales a las observadas en el material bioUNAL-1 (Figura 4-8 A, negro), las
cuales corresponden a la presencia de enlaces C=0 de cetona conjugada (1675 cm™), C-
O de alcohol primario (1064 cm™), C=C de alqueno (977-831 cm™), enlaces que hacen
parte de la estructura de CUR. Similarmente, en el material bioUNAL-1@ROD (Figura 4-
8 B, azul) se evidencia una sefial en 1247 cm?, la cual no se observa en bioUNAL-1
(Figura 4-8 B, negro), y que se asigna al enlace C-N de amina, lo cual es acorde a lo
encontrado en la estructura de ROD. Adicionalmente, la banda asignada al enlace C=0
(1717 cm™, éster U ,-ibsaturado) muestra un incremento en su frecuencia, por ende, se
evidencia un fortalecimiento de este enlace en bioUNAL-1@ROD.
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Figura 4- 8. Comparacion de espectros IR de bioUNAL-1 con moléculas (A para CUR y B para
ROD) incorporadas en su estructura.

Con respecto al seguimiento de la estructura cristalina de los bioMOFs durante la
incorporacion de ROD y CUR, en la Figura 4-9 se observa que no hay afectaciones en la
cristalinidad de Mg(Hzg a | ).\ P@CUR, asi como en Mg(Hzxga | ) 0 2D®ROD, ya que
en los difractogramas de estos, los picos de mayor intensidad coinciden con los picos del
material sin encapsulado. Estos resultados son acordes con las investigaciones de Sharma
et al., en donde los difractogramas del material Mg(H2g a | )-Ay2Md(H.g a | ).E@CBD

no muestran perdida de alguna sefial o picos adicionales en los patrones de difraccion.®®
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Figura 4- 9. Comparacion de difractogramas de Mg(Hzg a | )@ @iHmoléculas (A para CUR y B
para ROD) incorporadas en su estructura.

Por otro lado, los difractogramas obtenidos con los materiales bioUNAL-1@CUR vy
bioUNAL-1@ROD (Figura 4-10) muestran los picos caracteristicos de bioUNAL-1, pero
con presencia de sefiales adicionales, como 17,26° en bioUNAL-1@CUR, asi como
17,17°; 24,06° y 24,66° en bioUNAL-1@ROD, las cuales se atribuyen a las moléculas

incorporadas, evidenciando de esta forma la presencia de las mismas en el bioUNAL-1.
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Figura 4- 10. Comparacion de difractogramas de bioUNAL-1 con moléculas (A para CUR y B para
ROD) incorporadas en su estructura.

En cuanto al comportamiento electrénico de los materiales con CUR y ROD, en primer
lugar, los espectros UV-Vis de Mg(Hzg a | ). P@CUR y bioUNAL-1@CUR, muestran
en ambos materiales un efecto batocr-mico en pr
(269 a 271 nm en GA y 289 a 292 nm en PCA). Lo cual puede ser atribuido a la
encapsulacion de este polifenol dentro de los materiales obtenidos, considerando lo
reportado por Tiwari et al., en donde muestran que la encapsulacién de CUR en ZIF-8
produce un corrimiento a mayores longitudes de onda.'®” Comportamiento similar a lo
observado en la Figura 4-11 A y Figura 4-11 B. Adicionalmente, en el caso de bioUNAL-
1@CUR, cercano a la banda en 209 nm de bioUNAL-1 se observan dos bandas de
absorcion (206 y 217 nm) en bioUNAL-1@CUR, las cuales pueden deberse a nuevas
transiciones el)erigihadas por intesasciofies entre’los anillos aromaticos
de Hprot? y CUR, asi como las insaturaciones presentes en CUR.68
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Figura 4- 11. Espectros UV-Vis obtenidos de la degradacion de los materiales con encapsulados
bajo diferentes medios. A y B, materiales Mg(H.g a | ).@& P Hy bioUNAL-1 con CUR,
respectivamente. C y D, materiales Mg(Hz.g a | )@ P #bioUNAL-1 con ROD, respectivamente. E
y F, espectros de emision de fluorescencia para materiales Mg(Hzg a | )@ P K bioUNAL-1 con
ROD, respectivamente.

En segundo lugar, los espectros UV-Vis del Mg(H.g a | ). P@ROD (Figura 4-11 C) y
bioUNAL-1@ROD (Figura 4-11 D), muestran un efecto contrario al descrito anteriormente
para los otros dos bioMOFs. Ahora, la presencia de ROD provoca corrimiento a menores
longitudes de onda (efecto hipsocrémico). Este fendmeno se aprecia en las transiciones
ni"gas ~ delligante H,gal? (216 a 213 nm y 269 a 260 nm,
transi ci -delligahtesHprot? (289 a 283

el ectr

respectivamente), asicomoe n | a

ny’
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nm). Estos corrimientos pueden relacionarse con cambios estructurales en Hzgal? y Hprot
2, considerando posibles alteraciones electrostaticas entre ROD vy las partes fendlicas de
estos ligandos. Con respecto a la banda de 250 nm en Hprot?, esta tiene un leve
corrimiento de 2 nm a mayor longitud de onda, lo cual puede deberse a las nuevas
i nt er acc i ‘aueepsesertaYel ligando organico con ROD. Finalmente, la sefial
caracteristica en UV-Vis de ROD (530 nm) no fue detectable en Mg(Hzg a | ). P@ROD
y bioUNAL-1@ROD, por lo cual se requirid hacer un analisis por fluorescencia, en donde
los espectros (Figura 4-11 E y Figura 4-11 F) de los materiales con ROD mostraron la
emision esperada a 550 nm.

Detallado lo anterior, una forma indirecta de predecir la posible localizacién de las
moléculas incorporadas en el material, es por medio de analisis termogravimétrico, ademas
de puntualizar comportamiento térmico de los bioMOFs y las moléculas (Figura 4-12),
junto a las temperaturas de descomposicion de los materiales. En el caso del
Mg(Hzg a | ). P@ROD se observan leves ensanchamientos sobre 260°C y 369°C
(Figura 4-12 A), temperaturas que pueden relacionarse al comportamiento térmico
observado en ROD. Ya que esta reportado que la rodamina 6G empieza su primera pérdida
de masa entre 218 a 255 °C, y cerca de 448 °C su segunda perdida.®® Por otro lado, para
el Mg(Hzg a | )@ P@CUR, el analisis termogravimétrico muestra cambios en masa en
354°C y 535°C (Figura 4-12 B), las cuales son adicionales a las esperadas en el material
y corresponden con lo observado en CUR. Todo esto sugiere que el analisis
termogravimétrico permite confirmar la presencia de ROD y CUR en el material
Mg(H.g a | )@ B,Kugiriendo que ROD y CUR se encuentran tanto de manera superficial
como dentro de los poros del material, teniendo en cuenta las diferencias entre las
temperaturas de degradacion asignadas a ROD y CUR (322°; 425° C en ROD, y 346°;
570° C en CUR).

Sin embargo, considerando lo reportado por Chen et al.}’® de manera descriptiva mediante
microscopia epifluorescente, se analizo la localizacién de las moléculas de prueba en los
diferentes materiales (Figura A- 3), en donde se observa que CUR y ROD se encuentran

en algunas zonas de Mg(Hzg a | )@ P K bioUNAL-1, en decir, los cristales de los

materiales se diferencian de | agRQDokEst sdica on

gue estas moléculas no se encuentran dentro de los poros del material.

lag
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Figura 4- 12. Comparacion de termograma de Mg(H.g a | ).@ P &bn moléculas (A CUR y B ROD)
incorporadas.

En cuanto al comportamiento térmico de los materiales bioUNAL-1@ROD y bioUNAL-
1@CUR, no se observaron cambios adicionales a las esperadas para bioUNAL-1, como
se muestra en la (Figura A- 4). Lo anterior puede deberse a la cantidad de ROD y CUR

presente en los materiales, la cual seria una limitacion de la técnica.l™

Finalmente, se estudiaron las cinéticas de liberacion, con membrana de didlisis y mayores
tiempos de estudio, debido a que es mas aceptado y cercano a la realidad de lo que
sucederia en condiciones patoldgicas, en donde intervienen procesos de difusién por
membranas. Las liberaciones de curcumina y rodamina 6G en los sistemas
Mg(Hzg a | )& P@ROD, bioUNAL-1@ROD, Mg(Hzg a | ). P@CUR, y bioUNAL-
1@CUR, fueron comparadas contra cinco modelos cinéticos. Para el caso de los
materiales con ROD, solo fue posible evaluar la liberacion del ligando organico (GA / Hzgal
29 PCA / Hprot?), debido a que la cantidad presente de ROD en los materiales se encontré
por debajo de la tolerancia del equipo (HPLC). Para estas liberaciones, el modelo cinético
de mejor ajuste fue el de primer orden, como se observa en la Tabla 4-2. Lo anterior indica
gue la velocidad de liberacién se encuentra relacionada linealmente con la concentracién

del ligando organico.1"?
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Tabla 4- 2. Coeficientes de correlacion de modelos cinéticos en la liberacion con membrana de
dialisis de acidos fendlicos procedentes de bioMOFs con ROD incorporada en la estructura de los
materiales.

Modelo cinético ligando organico
. . Orden 1er . .| Korsmeyer- Hixson-
bioMOF Sistema 0 orden Higuchi Peppas crowell
PBS7 | 0,6512 | 0,9664 | 0,7823 0,8961 0,9102
Ma(Hzg a | )2 PEROD 0o 55e5 0 8745 | 0.6582 0,8625 0,7598
. PBS7 | 0,3521 | 0,9233 | 0,5546 0,8384 0,7045
bioUNAL-1@ROD PBS4 | 0,3811 | 0,9255 | 0,5688 0,8355 0,7468

De manera especifica, para el material Mg(H.g a | ). P@ROD se observa que la
liberacion de GA / Hxgal? es un poco mas rapida en PBS a pH 7 comparado con el PBS
a pH 4, pero ambas liberaciones son cercanas, ya que completados los primeros 60 min
ya se ha liberado mas del 80% de ligante (Figura 4-13). Ahora, comparado con las
liberaciones del material sin encapsulado, no se evidencias diferencias en la liberacion del

ligando organico, es decir que la presencia de ROD no altera la liberacién de GA / Hxgal?.

Figura 4- 13. Curvas de liberaciébn de GA en material con presencia de ROD. Evaluacién en
diferentes medios: Agua (negro), PBS 7 (azul) y PBS 4 (rojo). B Gréficas de modelos cinéticos con
mejor ajuste.

De igual forma, la presencia de ROD en el material bioUNAL-1@ROD no altera la
liberacion de PCA ya que no se observan cambios en la liberacion del ligando organico
con respecto al material sin encapsulado. Sin embargo, como se observa en la Figura 4-
14, cumplidos los 60 min de estudio, se evidencia que el PCA liberado en medio &cido esta
sobre el 90%, comparado con el medio neutro (80%), lo cual indica una liberacion del
ligando organico mas rapida en PBS a pH 4. Lo anterior se confirma con el valor de K
obtenido en cada medio, en donde para PBS 4 la constante es mayor (0,096) comparada
con el medio PBS 7 (K =0,129).





























































































