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Resumen

En este trabajo se presenta la remocidn de iones cobalto presentes en solucidn acuosa, empleando hidrogeles de acrila-
mida/acido itacénico como medio de transporte y dosificadores de iones hidroxilo (OH"). Este proceso se llevé a cabo en
dos etapas, en la primera los hidrogeles totalmente secos (xerogel) se colocaron en soluciones 0,1 M de NaOH y poste-
riormente fueron colocados en las soluciones acuosas que contenian al metal, iniciando la liberacién de los grupos OH
los cuales reaccionan con los iones Co** para formar Co (OH), sobre la superficie del hidrogel debido a la insolubilidad
del hidréxido formado, con esto se evita la penetracion de iones Co* hacia el hidrogel y la dispersion del sélido en la so-
lucion, al terminar la reaccion de precipitacion el solido obtenido puede ser facilmente removido, mediante la decanta-
cion de la solucién residual y el lavado del hidrogel con agua destilada

Palabras claves: cobalto; acrilamida; &cido itaconico; hidrogeles; remediacion de aguas industriales
Abstract

Comparison between chemical coprecipitation and the use of hydrogels in the removal of dissolved cobalt (I1)
ions in aqueous solutions. In this work, the removal of cobalt ions dissolved in aqueous solution is presented, using
acrylamide / itaconic acid hydrogels as transport medium and hydroxyl ions (OH") dispensers. This process was carried
out in two stages, in the first the totally dry hydrogels (xerogel) were placed in 0.1 M NaOH solutions and later they
were placed in the aqueous solutions containing the metal, initiating the release of the OH-groups. which react with the
Co*? ions to form Co(OH), on the surface of the hydrogel due to the insolubility of the hydroxide formed, this prevents
the penetration of Co* ions towards the hydrogel and the dispersion of the solid in the solution, At the end of the pre-
cipitation reaction, the solid obtained can be easily removed by decanting the residual solution and washing the hydrogel

with distilled water.

Keywords: Cobalt; Acrylamide; Itaconic Acid; Hydrogels; Industrial Water Remediation

Introduccién

El aumento en el uso de metales pesados como el cobalto en
muchos procesos tecnoldgicos e industriales ha incrementado
en gran medida su concentracion en aguas residuales provo-
cando un serio problema ambiental y para la salud de huma-
nos, plantas y animales'™. Debido a esto se han desarrollados
distintos materiales, procesos y métodos de recuperacion de
metales pesados disueltos en forma de iones. Se encuentran
métodos novedosos como: oxidacion-reduccion®, nano y ultra-
filtracion®’, tratamientos electroquimicos®, separacion por
medio de membranas® y electrodialisis'®, hasta métodos més
flexibles, econdémicos y que no requieren tecnologias avanza-
das como la extraccion con diferentes tipos de acido™** y el
método de adsorcion. En este Ultimo caso se emplea una sus-
tancia capaz de adsorber sobre su superficie o dentro de sus
particulas a los iones metalicos que se desean remover. Por

ejemplo, el uso de carbén activado™ e hidrogeles'*®. Los
hidrogeles son un material flexible, econémico y de alto ren-
dimiento en la recuperacion y remocién de metales pesados
presentes en soluciones acuosas en forma de iones, por lo cual
han recibido un gran interés en los Gltimos veinte afios. Para la
remocion de iones cobalto (I1) en solucion acuosa se han em-
pleado distintas técnicas. Mansour et al."” emplearon la técni-
ca de electrocoagulacion de corriente alterna para remover el
95% de Co* en solucion acuosa pH de 7,5 con una densidad
de corriente de 0,04 A/m” en un tiempo de 35 min y una con-
centracion de iones de 25 mg/L. Ketsela et al."® emplearon
carbon activado sintetizado a partir del altramuz blanco, para
remover iones Co*? presentes en soluciones acuosas, la maxi-
ma eficiencia de adsorcion obtenida fue de 90,36% en un
medio de pH 5, con tiempo de contacto 30 min y temperatura
de 55 °C con 2 g de adsorbente y una concentracion inicial de
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iones de 50 mg/L. En trabajos previos nuestro grupo de inves-
tigacion encontro que el uso de hidrogeles de acrilamida/acido
croténico hinchados en soluciones acuosas de NaOH 0,1 M
ayudé a incrementar la cantidad removida de iones Ni*? pre-
sentes en soluciones acuosas. Esto se logro formando hidroxi-
do de niquel® sobre la superficie del hidrogel el cual actia
como un medio de transporte de iones OH™, removiendo hasta
el 90% del metal presente.

En este trabajo se presenta la sintesis de hidrogeles compues-
tos de poli (acrilamida-co-acido itaconico) con una relacién
maésica de 80/20 y la comparacion entre dos técnicas de remo-
cion de iones Co* desde soluciones acuosas. En la primera se
llevé a cabo la precipitacion quimica de los iones afiadiendo
un volumen determinado de una solucion de NaOH 0,1 M. En
la segunda técnica se emplearon los hidrogeles sintetizados en
la recuperacion de iones Co*™. Los polimeros totalmente secos
(xerogel) se sumergieron en soluciones acuosas de NaOH con
un valor de pH igual a 13 durante 48 h, posteriormente los
hidrogeles (xerogeles hinchados con la solucion acuosa de
NaOH) fueron colocados dentro de soluciones acuosas de
CoCl,-6H,0, los iones OH" presentes en el hidrogel reaccio-
naron con los iones Co* formando hidréxido de cobalto sobre
la superficie del gel, logrando una remocién del 94%.

Parte experimental
Métodos y materiales

Los mondmeros acrilamida (AM) y &cido itaconico (Al) am-
bos con una pureza de 99% fueron obtenidos de Sigma y Al-
drich respectivamente. La sal de cobalto empleada en el desa-
rrollo de este trabajo fue el cloruro de cobalto hexahidra-tado
(CoCl,-6H,0) obtenido de Sigma con pureza de 99%. El ini-
ciador empleado en las reacciones de polimerizacién fue el
persulfato de potasio (KPS, K,S,0g) con una pureza del 99%
de Aldrich. Como agente entrecruzante se empled N°,N’-
metilenbisacrilamida (NMBA) con pureza de 99% obtenido
de TCI. Se empled el acelerador N,N,N",N"-tetrametil-etilen-
diamina (TMEDA) de Tokyo Kasei para llevar a cabo la reac-
cién a temperatura de 30 °C. Finalmente, como medio de
reaccion se empled agua bi-destilada de Productos Selectropu-
ra. Todos los reactivos fueron empleados como se recibieron.

Sintesis de los hidrogeles.

Se prepararon distintas soluciones acuosas con una composi-
cion de 90% de agua y 10% de mondmeros, con una relacion
en masa de acrilamida/acido itaconico igual a 80/20. Ademas,
se adicionaron el 1% de NMBA, 2% de

KPS y 3% de TMEDA en masa con respecto al total de
mondmeros. Posteriormente, las soluciones se colocaron en
recipientes cilindricos de vidrio los cuales fueron sellados y
colocados en un bafio de reaccion a 30 °C por 24 h, al cabo de
este tiempo las muestras fueron retiradas del recipiente, se
cortaron en discos de 2 cm de espesor y se colocaron en agua
bi-destilada por 7 dias para retirar las trazas de reactivos, al
finalizar este tiempo el agua de lavado se reemplazé cada 6 h

durante 3 dias més. Finalmente, los hidrogeles fueron introdu-
cidos a una estufa de vacio a 50 °C hasta alcanzar peso cons-
tante.

Remocion de los iones cobalto

Con el objetivo de maximizar la remocién de iones cobalto se
llevaron a cabo distintos métodos, en los cuales se estudio la
variacion de la relacion mésica de solucion de NaOH a xero-
gel empleado, la concentracion de iones OH™ presentes en el
hidrogel, la concentracion de iones Co* disueltos en la solu-
cién del metal y el nimero de veces que el hidrogel fue em-
pleado en el proceso sobre la remocién de iones Co*

Método 1: los xerogeles fueron inmersos en soluciones acuo-
sas 0,1 M de NaOH con un tiempo de residencia de 48 h a
temperatura constante de 30 °C en relaciones masicas de 50/1,
65/1, 100/1, 125/1 y 150/1 de solucion a xerogel empleado
con el objetivo de determinar la proporcién adecuada para que
los iones OH™ penetren al polimero y posteriormente sean
liberados desde la matriz en la solucién del metal para llevar a
cabo la reaccidn de precipitacion

La capacidad de absorber agua de los hidrogeles se calculd
mediante la ecuacion 1:

_ pesohmedo — pesoseco
pesoseco )

W

Con ello se midié la masa de agua absorbida por cada gramo
de polimero seco (xerogel). Esta misma ecuacién fue emplea-
da para calcular posteriormente la cantidad de solucion de
iones cobalto absorbida por el hidrogel.

Método 2: los xerogeles fueron inmersos en soluciones acuo-
sas 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 M de NaOH, con un tiempo de
residencia de 48 h a temperatura constante de 30 °C. Una vez
concluido el periodo de tiempo se retiraron de la solucién de
NaOH y se colocaron en las soluciones de CoCl,. El objetivo
fue medir el efecto de la concentracién de los iones OH" pre-
sentes en el hidrogel sobre la capacidad de este para remover
los iones Co™.

Meétodo 3: los hidrogeles previamente hinchados en las solu-
ciones acuosas 0,1 M se colocaron en soluciones de (Co-
Cl,-6H,0) de distinta concentracion. La remocién de metales
se llevo a cabo sin agitacién con un tiempo de residencia de
los hidrogeles en estas soluciones de 48 h a una temperatura
constante de 30 °C.

Meétodo 4: los hidrogeles empleados en la remocion de los
iones Co*? fueron lavados con agua bi-destilada y posterior-
mente se colocaron una estufa de vacio a 50 °C hasta alcanzar
peso constante, para ser reutilizados en el proceso. Se evalu6
la capacidad del hidrogel para remover iones Co*? en funcién
del nimero de veces (ciclos) que se ha utilizado.

Una vez que se concluido el tiempo de residencia del hidrogel
en la solucién de CoCl,-6H,0 la solucion residual fue decan-
tada de tal manera que los primeros 15 ml se recolectaron para



JA Cortes Ortega, AG Alvarado Mendoza, RO Mufioz Garcia / Avances en Quimica, 15(3), 73-79 (2020) 75

la medicion del cobalto residual, mediante espectroscopia UV
vis, empleando un espectrofotémetro de marca UNICO mode-
lo 250, y una curva de calibracion construida previamente con
base en lo reportado para el uso de esta técnica®. EI material
solido se coloco en una estufa de vacid a 50 °C para su secado.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado, reportan-
dose los valores con desviaciones estandar menores al 5%.

Para determinar la efectividad del uso de hidrogeles en la
remocién de los iones Co™, se realizd una prueba de co-
precipitacion quimica en solucion, para ello se prepararon
soluciones acuosas de 1800 ppm de (CoCl,6H,0) a las cuales
se les adicioné un volumen determinado de solucion 0,1 M de
NaOH, cuyo objetivo fue encontrar la relacion molar entre los
iones Co*™ y los iones OH" a la cual se logra precipitar la ma-
yor cantidad de Co(OH), sin la presencia del hidrogel, este
estudio fue la referencia para evaluar la efectividad de los
hidrogeles, es decir, si se logra mejorar la remocion de iones
Co* con la presencia de los hidrogeles.

Resultados

En la prueba de co-precipitacion quimica se encontrd que en
un valor de relacién molar de iones OH/Co*? igual a 2,55 se
removié el 90% del total de cobalto disuelto (figura 1). Al
incrementar este valor la remocion de iones metéalicos no fue
significativa y la cantidad de solucion de NaOH 0,1 M que
debia adicionarse se incrementd de manera apreciable como
se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. % de recuperacion de iones cobalto como funcién de la
proporcion de moles de NaOH adicionados por cada mol de cobalto,
cuando se mezclan soluciones de 1000 ppm de cobalto con solucio-
nes 0,1 Molar de NaOH.

NaOH (mL) 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

CoCl,(mL) 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18

% recuperacion 3,62 5,92 15,76 22,32 39,55 55,05 73,94 91,21 95,70 95,28 93,14

moles OH/mol Co 0,16 0,35 055 0,78 1,04 133 168 207 255 311 379

100

% Recuperaciin
5]
a

L]
02 0.4 0.6 0.8 1.0 i3 1.7 21 26 R 38

mal OH/maol cobalte
Fig. 1: % de recuperacion de iones cobalto como una funcion de la
proporcion de moles de sosa adicionados por cada mol de cobalto,
cuando se mezclan soluciones de 1800 ppm. de caobalto con solucio-
nes 0,1 M de NaOH.

Los resultados obtenidos mediante el método A se presentan
en la tabla 2, se encontr6 que para la relacion 100/1 gramo de
solucién 0,1 M de NaOH/gramo de xerogel (g sln NaOH 0,1
M/xerogel), la cantidad de solucion captada por el hidrogel
fue de 61,4 gramos de solucion 0,1 M de NaOH/gramo de
xerogel (Wnaon) €n 48 h, una vez que este hidrogel fue colo-
cado en la solucion acuosa de cloruro de cobalto se obtuvo un
hinchamiento de 34,3 gramos de solucién de cobalto 1000
ppm/gramo de xerogel (Wc,) recuperando el 95% del cobalto
inicial presente en la solucion (% Coy) 0 una relacion mésica
de 0,099 gramos de Co'¥ gramos de xerogel empleado
(9co/Oxerogel) CON UNa relacion molar de OH/Co igual a 1,91
(molon/molg,), valores similares de porcentaje de iones Co*
removidos se encontraron para las relaciones 125/1 y 150/1.
En la tabla 2, se muestra que la cantidad de metal removido
por cada gramo de xerogel se incrementd al aumentar la can-
tidad de solucion de NaOH donde sumergio el xerogel pre-
viamente, se obtuvo un valor de remocion maximo de 0,155
gramos de cobalto por cada gramo de xerogel, lo que repre-
senta el 94% del metal presente originalmente. El resto de las
muestras alcanzé un porcentaje de remocion similar, excepto
la muestra 50/1 que so6lo fue capaz de remover el 39% de del
ion metélico disuelto inicialmente, lo cual es debido a que el
hinchamiento para esta muestra fue de 48,2 gramos de solu-
cién de NaOH 0,1 M/gramo de xerogel, lo que representa casi
la totalidad de la solucion colocada inicialmente, por lo que no
habia suficiente solucion para que el proceso de hinchamiento
continuara, por lo que la cantidad de iones OH" presentes de-
ntro del hidrogel esta restringido al existente en la solucién de
NaOH, por esta razon esta muestra presentd una baja remo-
cion del metal.

Como los hidrogeles son materiales heterogéneos, entonces la
velocidad a la que absorben la solucién en la cual se colocan
pueden variar, lo cual se puede observar en la tabla 2, los va-
lores de los hinchamientos presentan una desviacion estandar
aproximada del 10%, entre las muestras estudiadas, por lo que
el analisis de remocién de iones Co*? se realiz6 como una
funcidn de los iones OH" presentes en el hidrogel en lugar del
andlisis por cada gramo de xerogel, tomando en cuenta el
hinchamiento para cada muestra se encontr6 que la relacion
molar de OH/Co* es la que permite remover la mayor canti-
dad de iones disueltos. Cuando la relacion molar de OH™ /
Co™ incrementa como en las muestras de 50/1 y 65/1 la can-
tidad de iones removidos es menor. Con esto se puede afirmar
que el uso de hidrogeles para la remocion de iones cobalto es
efectivo, ya que cuando s6lo se lleva a cabo la co-
precipitacion quimica debe emplearse una relacion molar de
OH/Co** igual a 2,1.

En la aplicacion del método 2 se observo que un incremento
en la concentracion de las soluciones de NaOH [NaOH], en
las cuales los xerogeles fueron hidratados provocé una dismi-
nucién en la capacidad de absorcion de iones Co* de los
hidrogeles, esto se debe a que se disminuye el area superficial
del hidrogel, que es el otro factor determinante para la remo-
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Tabla 2. Recuperacion de iones cobalto como una funcion de la proporcion de sosa/xerogel, donde se sumerge el xerogel en soluciones 0,1 M

de NaOH y en soluciones de 1000 ppm de cobalto.

ONaoH0,1 M/ Oxerogel Osin Co+2/ Oxerogel Whiaon Weo %C0rec gCO/ Oxerogel moIOH,_/ moIcO
(masa) (masa) (Qsin NaoH/Oxeroget) (Qsin coOxerogel)
50 200 48,2 75 40,2 0,069 4,19
65 200 56,1 23,0 88,7 0,075 2,25
100 200 61,4 34,3 95,0 0,099 191
125 200 59,6 52,1 97,7 0,113 191
150 200 61,7 44,3 94,0 0,155 1,92

cion de iones cobalto, lo cual se puede observar en la tabla 3.
Debido a la concentracion de las soluciones de NaOH em-
pleadas, la cantidad de moles de iones OH™ por mol de ion
Co*? inicial en la solucién se incrementa (MOl yaon/MOlc inicial),
provocando una disminucion en la cantidad de iones removi-
dos, en soluciones acuosa con concentracion 0,1 y 0,5 M de
NaOH so6lo logro removerse ~60% (%rem) de la concentra-
cion inicial de iones Co*. En la tabla 3 se muestran también la
masa de NaOH absorbida por gramo de xerogel (mya.
OH/ mxerogel)-

Los resultados del método 3 se muestran a continuacion. Los
hidrogeles hinchados en las soluciones de NaOH fueron su-
mergidos en soluciones de 1000 ppm de CoCl,-6H,0, incre-
mentando la relacion gramos de solucién de Co/gramo de
xerogel (Gsin co/Gerogel); SE €NCONtro que la cantidad de cobalto
removido por los hidrogeles alcanzé un valor de Gsin co/Gserogel
= 0,27 cuando la relacion ggn co/Oxeroger fue de 300/1, lo que
representa el 90% de iones Co™ removidos (%Coy.). Estos
resultados se muestran en la tabla 4.

La relacion gco/Oxeroger iNCrementa a 0,35 para una relacion
masica de 750 Qgin co/Oxeraget, CON UNa relacion molgy./molg, de
1,76, este valor es menor a la relacion moloy/molg, = 2,1
obtenida en las muestras de co-precipitacion quimica. Sin
embargo, los hidrogeles colocados en estas muestras presen-
tan cambios bruscos en su capacidad de absorber la solucién
de Co™, debido a la presencia de iones cobalto en exceso con
respecto de los iones OH", por lo que cuando la reaccién de
precipitacion ha terminado y los iones OH™ estan agotados, los
iones Co* presentes en la solucién provocan la formacion de
pliegues en el hidrogel cuando estos colapsan, en estos plie-
gues se depositan iones cobalto sin reaccionar (Jsa/xerogel)
provocando un aumento en la remocion de los iones cobalto
mayor a la remocion obtenida en la co-precipitacion quimica.

Debido a que los experimentos fueron realizados sin agita-
cion, se modifico el volumen de agua utilizado en la remocion
de los iones metalicos, manteniendo la relacién de g cobalto/g
xerogel en el valor de 0,1, se encontrd que el volumen de agua
utilizado no es factor que modifique la capacidad del hidrogel

Tabla 3. Recuperacién de iones cobalto como una funcion de la concentracién de NaOH de la solucione donde se sumerge el xerogel y colo-
cados posteriormente en soluciones de 1000 ppm. de cobalto. Con una proporcion de solucién de metal/xerogel de 150/1.

[NaOH] WniaoH Weo MOlNaoH/MOlco inicial ~ %0CO0rec  MnaoH/Myeragel  Jsin NaoH/Oxerogel
(mol/L)  (Gsin/Gseronet) _ (GsincolGxerogel) (9s1n/Gerogel) (9si/Greronel)
0,10 72,73 103,93 284 86,86 150 151
0,20 61,76 115,47 491 94,60 150 150
0,30 53,80 112,50 6,39 89,06 150 193
0,40 44,75 91,29 7,28 58,09 150 151
0,50 60,95 112,40 11,98 65,16 150 151

Tabla 4. Extraccion de iones cobalto como una funcién de la proporcion de solucién de cobalto/xerogel, desde soluciones de 1000 ppm de

Cobalto, los xerogeles fueron colocados en una proporcion de sosa/xerogel de 150/1.

Gsin Co/ gxerogel

(gsln/ gxerogel) (gsInCU/ gxerogel)

100
200
300
496
750
1000

WNaOH

98,83
91,96
92,68
85,42
105,67
80,25

WCo 0/Ocorec gCo/ gxerogel gsaI/ gxerogel mOIOHj mOICo
141,09 76,30 0,08 0,41 7,18
129,51 81,22 0,16 0,81 3,34
44,47 90,37 0,27 121 1,99

5,24 60,52 0,30 2,01 1,65

518 46,89 0,35 3,04 1,76

3,16 27,08 0,27 4,05 1,72
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en la remocion del metal. La cantidad de iones cobalto remo-
vido fue de 85% (Tabla 5), esto demuestra que el hidrogel
puede remover iones cobalto hasta en una proporcion de de
4333/1 g de solucion/g de xerogel lo cual lo puede realizar sin
el proceso de agitacion. Para determinar el limite de deteccion
y eliminacion de los iones cobalto se colocd una muestra de
xerogel en una solucion de 22 ppm de cobalto con una pro-
porcion de gramos de solucion de Co*/g de xerogel igual a
15000/1: En la figura 2 se puede observar el solido formado
en la superficie del hidrogel a esta proporcion, con lo cual
podemos establecer un proceso en el que los hidrogeles pre-
sentes pueden ayudar a remover iones Co*? al nivel de trazas
guimicas.

Tabla 5. Remocion de iones cobalto como una funcién de la propor-
cion de solucion/xerogel, pero manteniendo la proporcion de
sal/xerogel en cada solucion del metal estudiada, esta proporcion fue
de 0,40g de sal por cada gramo de xerogel.

gsln/ Oxer [CO] inicial WNaOH WCo gCO/ gxerogel [Co]final
(gsln/ gxeroqel) (gsInCO/ gxeroqel) %Corec
100 976 58,43 64,88 91,08 0,089 9647
200 482 68,75 131,63 82,89 0,080 121,48
300 341 67,60 137,09 7546 0,077 108,97
400 253 69,56 182,09 76,22 0,077 8397
500 195 52,37 147,45 71,74 0070 58,96
1000 107 57,05 213,24 70,00 0,072 21,4461
4000 24 67,13 350,70 6794 0,066 89421
4336 22 70,10 327,62 99,00 0,097 <8,9421

Fig. 2: Cobalto depositado en la superficie del hidrogel después del
proceso de remocion.

En el método 4 estudiamos la cantidad de veces que se puede
utilizar el hidrogel para el proceso de remocion de cobalto
(Ciclos), después de cada experimento de remocién de iones
cobalto realizado, el hidrogel fue removido de la solucién del
metal y se sumergié en una solucién fresca de NaOH 0,1 M,
en la cantidad suficiente para que la proporcion de gramos de
solucién 0,1 M de NaOH/ gramos de xerogel fue de 125/1 en
masa. La muestra de hidrogel fue utilizada en 8 ocasiones y la
capacidad de remocion de cobalto disminuyd en 24% con

Tabla 6. Extracciones de iones cobalto en funcién del nimero de
ocasiones en que e utilizé el hidrogel a 30 °C, con una proporcién de
NaOH/xerogel de 125/1, relacion de solucion de cobalto/xerogel de
250/1 con una concentracion de 1000 ppm.

Ciclo %Corec gCo/gxerogeI WNaOH WCO [Co]ﬁnal mOIOH/ mOICo
(gsln/gxerogel) (gsln/gxerogel) (ppm)
1 899 0,21 64,8 20,6 86 1,78
2 799 0,19 55,8 52 168 1,69
3 364 0,17 51,4 91 352 3,29
4 680 0,16 41,0 134 291 1,47
5 702 0,16 37,3 14,3 264 1,33
6 674 0,16 351 151 305 1,25
7 718 0,18 40,1 18,2 195 1,27
8 778 0,18 43,0 18,9 236 137

respecto al primer ciclo. Cuando se analiz6 la cantidad de
moles de iones OH™ necesarios para remover iones Co*, se
encontrd una disminucion con respecto al pardmetro estable-
cido como punto de comparacién con la co-precipitacion
quimica (moloy/molc,+ = 0,21, tabla 6). En todos los casos la
cantidad de Co*? fue ~0,19 Oco/Oxerogel- FiNalmente, se modifico
el pH de la solucion de iones cobalto mediante la adicién de
HCI o NaOH para determinar el efecto sobre la remocion de
iones cobalto; se encontré que no existe un cambio significa-
tivo en el intervalo de pH =3 hasta pH = 12, donde se remue-
ven en promedio 0,19 geo/Gxeroger CUaNdoO se emplearon solu-
ciones de CoCl,-H,O de 1500 ppm. Solo a pH = 1 no existe
formacién de hidrdxido de cobalto sélido y se removio el 3%
de los iones metalicos presentes por la absorciéon del metal en
el hidrogel, esto debido a que los iones OH™ contenidos en el
hidrogel primero son neutralizados con los iones H* de la
solucién y los iones restantes reaccionan con los Co* residua-
les formando el hidréxido correspondiente, el cual no es sufi-
ciente para que se forme una cantidad de sélido que se pueda
observar, debido a que este solido disperso no absorbe en la
regién UV donde si lo hacen los iones. Para la solucién con un
valor de pH = 2, se form6 una pequefia cantidad de s6lido,
similar a la solucion con pH = 1; cabe mencionar que la canti-
dad de cobalto removido por la absorcion del hidrogel tiene
valores semejantes a los encontrados en estudios previos de
hidrogeles empleados en la remocién de iones metélicos™. En
la tabla 7 se presentan los datos encontrados en este experi-
mento.

En la figura 3 se resume el proceso de extraccion de los iones
cobalto: el xerogel es hidratado en la solucién 0,1 M de NaOH
durante 48 h (a); posteriormente, el hidrogel hinchado se su-
mergio en la solucion acuosa de iones cobalto en la figura 'y se
puede observar cdmo se inicia el proceso de precipitacion de
los iones cobalto al formarse el hidréxido de cobalto (b); la
remocion de los iones cobalto continua y con ello la purifica-
cién del agua (c); el hidrogel es retirado de la solucién acuosa
de iones Co* con el hidroxido formado en su superficie y
entre los pliegues del hidrogel iones metalicos, fueron lavados
con agua bidestilado y posteriormente colocados de nuevo en
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una solucion fresca 0,1 M de NaOH (d); la solucién residual
de cobalto se decanta para llevar a cabo la recuperacion del
hidroxido de cobalto formado (e); finalmente, se puede obser-
var la clarificacion de la solucion y el precipitado ver-
de/azulado del s6lido obtenido (f).

Tabla 7. Extraccion de iones cobalto como una funcién del pH de la
solucion de iones cobalto, con una concentracion de 1500 ppm. de
cobalto, una proporcién de 125 gramos de solucién de NaOH por
cada gramo de xerogel y una relacion de 200 gramos de solucién por
cada gramo de xerogel

pH WNaOH WCo [CO] final gCol gxerogel
(gsln/ gxeroqel) (gsln/ gxeroqel) (ppm) %C0re
1 61 9 1134 5,70 0,02
2 53 11 1197 439 0,01
3 58 8 622 48,99 0,15
4 54 14 522 56,52 0,16
5 54 11 472 6157 0,18
6 61 16 384 63,62 0,19
8 60 9 447 63,87 0,20
9 58 14 397 59,79 0,18
10 57 18 434 66,59 0,21
11 64 21 484 64,34 0,21
12 53 35 409 7144 0,22

Fig. 3: Resumen el proceso de extraccion de los iones cobalto me-
diante el uso de hidrogeles de acrilamida/acido itaconico.

Conclusiones

En el presente trabajo se llevd a cabo la comparacion entre la
técnica de co-precipitacion quimica y el uso de hidrogeles en
la capacidad para remover iones Co* disueltos en soluciones
acuosas. Los hidrogeles empleados compuestos de poli (acri-
lamida-co-acido itaconico) 80/20 mostraron una mayor capa-
cidad en la remocion de estos iones metalicos al actuar como
medio de transporte y suministro de iones OH", los cuales
reaccionan con el Co* disuelto formando el Co(OH), sobre la

superficie del hidrogel. La concentracion de iones metalicos
iniciales en solucion no mostré un efecto significativo en la
capacidad de remocién del hidrogel, pero si lo hizo la concen-
tracién de iones OH™, pues a mayor concentracion de ésta
menor capacidad de remocion de Co™. Ademas, el pH de la
solucién de iones metalicos no mostrd efectos significativos
en la capacidad de remocién del hidrogel entre valores de pH
entre 3 y 12. Finalmente, se logro la remocion de los iones
metalicos en soluciones con una concentracion inicial de 22
ppm, con una proporcion de 4333/1 respecto del xerogel, con
lo que se presenta un nuevo método para remover y recuperar
iones cobalto en soluciones diluidas; los experimentos fueron
llevados a cabo sin necesidad de agitacion mecanica y modifi-
cando las dimensiones geométricas de los recipientes donde se
realizaron los experimentos, lo cual no mostro efectos signifi-
cativos en la capacidad de remocion de iones Co* del hidro-
gel.
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Resumen

Se determind del residual de café la humedad, proteina, nitrégeno y lignina. Se evaluaron los efectos de la temperatura y
el tiempo de exposicion del pre-tratamiento alcalino en la disminucion de polifenoles totales y taninos, obteniendo un
mejor resultado a una temperatura igual a 73 °C y un tiempo de 20 min. Posteriormente, se obtuvieron las condiciones
Optimas de fermentacion mediante la evaluacion de los efectos del pH y la temperatura sobre la actividad de la lipasa.
Como resultado, se obtuvo que los valores dptimos de pH y temperatura fueron 3,5 y 35 °C respectivamente, obtenien-
do una actividad de lipasa de 99,44 + 3,47 U-gS™, demostrando el uso de los sélidos del beneficio del café como sustra-
to en la obtencion de lipasa.

Palabras clave: Aspergillus niger; biomasa; lipasa; polifenoles; taninos
Abstract

Reduction of total polyphenols and tannins in solid residues from coffee processing for lipase production. Mois-
ture, protein, nitrogen and lignin from the coffee residual were determined. The effects of the temperature and the expo-
sure time of the alkaline pretreatment in the reduction of total polyphenols and tannins were evaluated. A better result at
a temperature equal to 73 ° C and a time of 20 min was found. Subsequently, the optimal pH and temperature conditions
effects on lipase activity were evaluated. As a result, the optimal pH and temperature values were 3.5 and 35 ° C respec-
tively, obtaining a lipase activity of 99.44 + 3.47 U-gS™, proving these the use of coffee processing solids as a substrate
in obtaining lipase.

Keywords: Aspergillus niger; Biomass; Lipase; Polyphenols; Tannins

Introduccién

Uno de los efectos negativos que acompafia el crecimiento de
la agroindustria es el aumento de residuos organicos. Algunos
de estos residuos son tratados inadecuadamente, lo que produ-
ce contaminacion ambiental y molestias por presencia de olo-
res, proliferacion de roedores e insectos, entre otros efectos
negativos'. Una posible respuesta a esta problemética, ademés
de las alternativas de tratamientos de residuales, es su aprove-
chamiento a través de procesos biotecnoldgicos, como la fer-
mentacion en estado sélido, para la obtencidn de productos de
interés econdmico como enzimas u otros metabolitos®.

La agroindustria del café genera un gran volumen de residuos,
que en la actualidad constituyen una problemética a nivel
ambiental, ademas, de ser un tema de investigacion’. Los
residuos solidos de la etapa del beneficio del café representan
alrededor del 50% de la masa total®. Estos residuos estan

compuestos por la cascara, la piel y la pulpa del café®, los
cuales son productos ricos en materia organica, lo que podrian
hacerlos adecuados para la elaboracion de productos de interés
cientifico y comercial, como la elaboracién de bioetanol’ o la
produccion de enzimas® como la lipasa, la cual tiene importan-
tes aplicaciones en la industria alimentaria, como la produc-
cion de grasas con propiedades fisicas y quimicas deseables®.
Para que estos residuos sean aptos para el proceso de fermen-
tacion en estado solido, es necesario someterlos a pre-
tratamientos para la disminucion de su contenido de lignina.
SegUin Ortiz", para lograr la hidrélisis de este compuesto se
han propuestos diversos pre-tratamientos, entre los cuales se
encuentran los fisicos como: mecéanicos y térmicos; y los qui-
micos empleando éacidos, bases o la combinacion de ambos.
El pre-tratamiento alcalino es un método eficaz para la remo-
cion de lignina, que consiste en la separacion de las uniones
estructurales entre la lignina y los carbohidratos, una rotura de
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mailto:j.ponce.3@hotmail.com

82 J Ponce, A Vilcacundo, F Macias, E Rosero, Y Gomez / Avances en Quimica, 15(3), 81-87 (2020)

la estructura de la lignina y en la solubilizacion, redistribucién
y condensacion de la lignina™.

Por otro lado, una caracteristica de estos residuos es que con-
tienen sustancias como polifenoles, taninos y cafeina en su
composicién®. Entre estas sustancias, los polifenoles y tani-
nos son los mas dafinos, atribuyéndoles propiedades recalci-
trantes durante la biodegradacion del residual* y efectos in-
hibidores en las enzimas®™. Estas caracteristicas conllevan a
que los pre-tratamientos quimicos o biol6gicos también ten-
gan como objetivo la transformacion de la composicion de
estos residuales, en cuanto al contenido de taninos.

La presente investigacion tiene como objetivo, determinar las
transformaciones que ocurren en la composicion del residual
solido del beneficio del café, durante el pre-tratamiento alcali-
no, y la propuesta de las condiciones de temperatura y pH mas
favorables para la actividad de la lipasa, implicada en la fer-
mentacion del residual.

Materiales y métodos
Procedencia y manejo del residuo de café

El residual consiste en pulpa y cascara de café de la especie
Coffea arabica L., procedente de la etapa de beneficio del
fruto, recolectada en el sitio San Pablo (zona rural), cant6n
Jipijapa en la provincia de Manabi. Posterior a la colecta, el
residual se almaceno en bolsas plasticas herméticas a 4 °C,
hasta su empleo en la experimentacion.

El residual se seco, en un secador con circulacion de aire a una
temperatura de 60 °C'°, hasta obtener una humedad inferior a
13%"". El contenido de humedad se determiné mediante un
analizador marca Boeco, modelo BMA 150. El material seco
se triturd y tamizO para obtener particulas con un tamafio
promedio de 11,5 mm*®,

Caracterizacion del residual

El residual se caracterizd en cuanto al contenido de proteinas
y nitrégeno por el método Kjeldahl, de acuerdo a el método
oficial descrito por la AOAC™ y contenido de lignina median-
te el método de Klason, descrito por Godoy® y por
Schwanninger®.

Pre-tratamiento alcalino

El pre-tratamiento alcalino se desarrollé segin la metodologia
descrita por Menezes®. Para cada tratamiento, se procedi6 a
mezclar 100 g de muestra del residual sélido y 1 L de hidrdxi-
do de sodio, durante un tiempo, una concentracion de hidroxi-
do de sodio y temperatura de exposicion, definido por el dise-
fio experimental (tablas 1 y 2). En el pre-tratamiento de la
tabla 1, se evaluaron dos factores: el tiempo y la temperatura
de exposicion al pre-tratamiento a una concentracion de
hidroxido de sodio al 6% y, en el pre-tratamiento de la tabla 2,
se evaluaron los factores concentracion de hidréxido y tiempo
a una temperatura de 121 °C. El residual pre-tratado se recu-
peré mediante filtracion y lavado con 1,5 L de agua destilada

a 70 °C, de acuerdo al método propuesto por Chen®. Después
del lavado, el residual pre-tratado se sec6é en una mufla
(Thermo Scientific THERMOLYN 48010) a una temperatura
de 60 °C por 6 horas, para eliminar el exceso de agua.

Tabla 1. Pre-tratamiento alcalino temperatura-tiempo

Variable -1 0 1
Temperatura (°C) 25 73 121
Tiempo (min) 20 40 60

-1 nivel bajo (25 °C, 20 min), 0 nivel medio (73 °C, 40 min), 1
nivel alto (121 °C, 60 min)

Tabla 2. Pre-tratamiento alcalino tiempo-concentracion

Variable -1 0 1
[NaOH] (%p/p) 2 4 6
Tiempo (min) 20 40 60

-1 nivel bajo (25 %, 20 min), 0 nivel medio (4 %, 40 min), 1
nivel alto (6 %, 60 min)

Se realizaron pruebas de normalidad y homocedasticidad, en
las que se constat6 que los datos cumplen con una distribucién
normal y que la varianza de los errores de la variable respuesta
es constante. Posteriormente se efectud un andlisis de varian-
za (ANOVA), con la finalidad de determinar si existian dife-
rencias en el efecto de los pre-tratamientos. Las diferencias
entre las medias de los tratamientos se calcularon mediante la
prueba de rangos multiples de Tukey (P < 0,05) utilizando el
software estadistico software Statgraphics Centurion XV.

Determinacion de polifenoles totales

La extraccion de polifenoles se realizd del residual sélido,
antes y después del pretramiento, de acuerdo a las condiciones
Optimas reportadas en investigaciones anteriores®. Para la
cuantificacion de polifenoles totales, se midieron 60 pL de la
muestra a la que se agregaron 4,74 mL de agua destilada y
300 pL del reactivo Folin & Ciocalteu’s phenol reagent, la
mezcla se homogeniz6 utilizando el Pulsing vortex mixer
(Fisher Scientific 022L.5375), se esperd el tiempo de reaccién
(méximo 8 min).

Se afiadieron 900 pL, de una solucién de carbonato de sodio
anhidro granular al 20%, y la solucién resultante se almacen6
a 20 °C durante dos horas. El blanco se prepard de igual for-
ma, pero empleando agua destilada en lugar de muestra, co-
rrespondiendo a un volumen de 4,8 mL, para luego leer su
concentracion a 730 nm en un Espectrofotometro UV-Vis
(Thermo Fisher Scientific — Evolution 60S). Los resultados se
expresaron en equivalentes de cido galico (mg GAE.g™).

Cuantificacion de taninos totales

La cuantificacion se realizé por diferencia de polifenoles tota-
les y polifenoles no tanicos. Se mezclaron 100 mL del extrac-
to del residual solido del beneficio de café, con 50 mL de
solucién de gelatina al 0,25%/100 mL de solucién acida de
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cloruro de sodio y 20 g de caolin en polvo. La mezcla se agit6
durante 15 min. Este método fue aplicado de acuerdo a lo
mencionado por Bajaj®. Seguidamente el sobrenadante se
centrifugd (Eppendorf Centrifuge 5804 R) a 5000 rpm durante
5 minutos y 25 °C.

Posteriormente a la centrifugacion se observé un precipitado
que corresponde a los compuestos tanicos de la muestra y en
el sobrenadante los polifenoles no tanicos; por lo tanto, a la
muestra sobrenadante se le aplica el método descrito ante-
riormente para cuantificacion de polifenoles totales, lo cual
correspondera al valor de polifenoles no tanicos presentes en
el residual.

Preparacion de la solucién de esporas para la fermentacion

La solucién de las esporas se obtuvo siguiendo la metodologia
descrita por Gutiérrez?®, con algunas modificaciones. Se tomd
el microorganismo (Aspergillus niger) y se inoculé en varios
matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian como medio,
30 mL del agar papa dextrosa (PDA). Posteriormente se pro-
cedi6 con la incubacién (Incubadora MEMMERT SN30) a
30°C durante siete dias, hasta que se observo la superficie del
agar completamente cubierta de esporas. Posteriormente, a
cada matraz se le afiadieron aproximadamente 20 mL de una
solucién de elementos trazas, previamente esterilizada, com-
puesta por FeSO,7H20 0,005 g/L, CuSO,-5H,0 0,001 g/L,
MnSO,4-7H,0 0,0015 g/L, ZnSO,7H,0 0,003 g/L y 1 g/L de
aceite de oliva.

Luego, los matraces se colocaron en una zaranda a 120 rpm
por 30 minutos. El contenido de cada matraz se filtrd a través
de papel de @=125 mm vy filtros de jeringa (Thermo Scienti-
fic™ PTFE Target2™) de 0,45 um. El filtrado se recogi6 en
un recipiente estéril y almacend a 4 °C. El conteo del nimero
de esporas por mL se llevé a cabo en la cAmara de Neubauer.

Fermentacidn en estado solido

Las condiciones de pre-tratamiento, a las que se somete el
residual previo a la fermentacion, se determinaron previamen-
te?’. Se empled una solucién de NaOH a una concentracion de
6%, 60 min de exposicion al pre-tratamiento y una temperatu-
ra de proceso de 35,67 °C. Para la preparacion de la fermenta-
cién en estado sdlido se sigui6 la metodologia descrita por
Vilcacundo-Alcivar”’. La preparacion del inoculo del A. niger
para la fermentacion en estado solido se realizé inoculando el
hongo en matraces Erlenmeyer de 50 mL, que contenian 5
gramos del residual hidrolizado, 1,5% (p/p solido seco) de
aceite de oliva como inductor para la produccion de enzimas
lipasas, una solucion de 10" esporas/g sélido seco y sulfato de
amonio suficiente para tener una relacion C/N 12:1, necesario
para el crecimiento del A. niger, el medio tenia un rango de
humedad relativa entre 78 — 85%.

Para la fermentacion sélida se evalu6 disefio experimental
factorial n*, con 2 factores y 3 niveles, disefiado por medio del
software Statgraphics Centurion XV. Los factores que se ana-
lizaron fueron pH y temperatura en la fermentacion en estado

s6lido. Como variable de respuesta, se midid la actividad de
lipasa. El pH fue regulado mediante la adicién de &cido clorhi-
drico 1 N. El disefio experimental se describe en la tabla 3.

Tabla 3. Fermentacién en estado sélido

Variable -1 0 1
pH 35 55 75
Temperatura (°C) 25 35 45

-1 nivel bajo (3,5; 25 °C), 0 nivel medio (5,5; 35°C min), 1 nivel alto
(7,5; 45 °C)

Determinacion de lipasas

Para la determinacién de lipasas se siguid la metodologia
descrita por Nema”. En general, la actividad enzimética se
puede expresar en términos de unidades por mililitro o unida-
des por gramo de sustrato seco y puede ser calculada mediante
la siguiente ecuacion:

AxC

U
Actividad de lipasa (—) ==z

gS
donde A = mL de NaOH consumido por minuto; C = concen-
tracién de NaOH [mM]; E = concentracion de la muestra en
g/ml; U/gS = umol de &cidos grasos liberados por minuto por
gramo de sustrato sélido seco del que se ha extraido la enzi-
ma.

(Ec. 1)

Resultados y discusion
Caracterizacion del residual

El contenido de humedad del residual fue de 74,4502 +
2,35%. El contenido de nitrégeno y proteinas 1,32 + 0,00 % y
8,28 + 0,02 %, respectivamente, siendo estos resultados simi-
lares a los reportados en estudios anteriores”®. El porcentaje
de lignina en el residual fue de 13,13 £ 0,06 %, un valor cer-
cano a los reportados por Girotto® y Gurram®. Las diferen-
cias que se encuentran en la literatura en cuanto a la composi-
cion del residual, se deben a diferentes factores entre ellos el
tiempo de cosecha, condiciones de cultivo, la variedad del
café utilizado o a las diferentes propiedades del residual debi-
do a las diferencias de suelo y clima.

Pre-tratamiento alcalino

En la tabla 4 se muestran los resultados, donde se evalud el
efecto de la temperatura, la concentracion de NaOH vy el tiem-
po de exposicion del residual al pre-tratamiento alcalino en la
disminucion de la concentracion de polifenoles y taninos. Los
resultados del ANOVA (tablas 5y 6) presentaron una diferen-
cia estadisticamente significativa (P < 0,05) y, mediante la
prueba de rangos multiples de Tukey, se demostrd que existen
diferencias significativas en la concentracion de polifenoles y
taninos entre las medias de la variantes temperatura (25, 73 y
121 °C), concentracion de NaOH (2, 4 y 6%) y tiempo de
exposicion (20, 40 y 60 min), utilizando un nivel de confianza
del 95%. Se demostro la existencia de diferencias significati-
vas entre las variantes de tiempo y concentracion de hidroxido
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de sodio; sin embargo, en el caso de la temperatura no hubo
una diferencia significativa entre 25y 73 °C.

Tabla 4. Efecto del tiempo de exposicién, concentracion de Na(OH)
y la temperatura en la concentracion de los polifenoles totales y
taninos del residual sélido del café

. t NaOH Taninos* Polifenoies
VAraNEs o) min)  (0)  (MGGAEGY e
(mgGAE.g™)
Inicial - - - 10324147 12,66+176
1 25 20 6 381+065 472+068
2 25 40 6 396+034  4,82+0,33
3 25 60 6 4264021  507+0,23
4 32 6 3155022  4,08£048
5 73 40 6 411£018  515+021
6 73 60 6 566£021  6,84+0,26
7 121 20 6 5184033 624025
8 121 40 6 610£021 833001
9 121 60 6 883+066 1206+0,56
10 121 20 4 649+002  7.97+002
11 121 40 4 656+028 880001
12 121 60 4 730£059  951+104
13 121 20 2 697+016  9,16+001
14 121 40 2 766+157 931152
15 121 60 2 789+086 10884097

*Los valores corresponden al promedio de tres determinaciones + la
desviacion estandar

Tabla 5. Anlisis de varianza para los taninos en el pre-tratamiento
alcalino.

FACTOR GL FVALOR PVALOR
A 2 27,17 3,48x10™
B 2 12,66 1,03x10™
C 2 5,30 0,01
AB 4 6,55 6,52x10*
A.C 0 - -
B:C 4 6,92 4,54x10™
AB:C 0 - -

A: Temperatura, B: Tiempo, C: Concentracion

Tabla 6. Anélisis de varianza para los polifenoles en el pre-
tratamiento alcalino

FACTOR GL F VALOR P VALOR

A 2 113,415 1,03x10™

B 2 20,806 2,15x10%

C 2 7,436 2,38x10%

AB 4 15,172 6,86x107
A:C 0 - -

B:C 4 12,153 5,45x10%
AB:C 0 - -

A: Temperatura, B: Tiempo, C: Concentracion

Segun el andlisis estadistico, en cuanto a la disminucion en la
concentracién de polifenoles y taninos, el tratamiento méas
efectivo fue la variante 4 (temperatura de 73 °C y un tiempo
de exposicion de 20 min), con una disminucion de polifenoles
totales de 12,66 + 1,76 a 4,08+ 0,478 mg GAE-g™ y de tani-
nos de 10,32 + 1,47 a 3,151+ 0,217 mg GAE-g'l. Con estos
resultados se puede sugerir que el pre-tratamiento alcalino
influye sobre la composicién del residual, provocando la re-
duccidn del contenido de polifenoles totales y taninos. Esta
reduccion podria afectar en forma positiva a procesos de bio-
degradacion, debido que los polifenoles y taninos son com-
puestos resistentes a la descomposicion microbiana'. Sin
embargo, este tratamiento también demostro tener un porcen-
taje de remocion de lignina igual a 28,32%%, el cual es signi-
ficativamente mas bajo que el de otros estudios similares®,
esto se debié principalmente porque la condicion de pre-
tratamiento en la que se obtuvo una mayor disminucién de
polifenoles y taninos no fue tan agresiva.

Fermentacidn en estado solido

Los resultados del efecto de la temperatura y el pH sobre la
actividad enzimatica se muestran en la tabla 7. Mediante el
andlisis de varianza ANOVA (tabla 8), realizado a los valores
de las variables respuesta de un total de 27 muestras de los
diferentes tratamientos, se constato que el pH y la temperatura
afectan de manera estadisticamente significativa (P < 0,05) a
la actividad enzimética. Mediante la prueba de rangos malti-
ples de Tukey (tablas 9 y 10) se determind que no existen
diferencias de medias cuando la temperatura es de 25 0 45 °C,
teniendo una actividad enzimatica mayor a la temperatura de
35 °C. En el caso del pH, se determin6 que existen diferencias
entre las medias, siendo el pH de 3,5 el que logré mayor acti-
vidad enzimaética. El valor de pH obtenido se encuentra dentro
del rango esperado ya que un pH extremadamente acido (me-
nor a 1,5) puede producir una inhibicién en el crecimiento
fangico. Por el contrario, un pH muy alcalino podria disminuir

Tabla 7. Efecto de la temperatura y el pH en la actividad enzimatica
(lipasa).

Variants TEMPERATURA PH  ACTIVIDAD
°C) ENZIMATICA
(U/GS)
1 45 75 44,44 + 5,09
2 45 55 56,67 + 6,67
3 45 35 72,22 45,09
4 35 75 50,56 % 3,47
5 35 55 61,44 + 4,67
6 35 35 99,44 + 3,47
7 25 75 50,89 + 1,17
8 25 55 60,22+ 0,38
9 25 35 64,00 £ 0,67

Los valores corresponden al promedio de tres determinaciones +
la desviaci6n estandar



J Ponce, A Vilcacundo, F Macias, E Rosero, Y Gémez / Avances en Quimica, 15(3), 81-87 (2020) 85

Tabla 8. Andlisis de varianza para la fermentacion en estado s6lido

FACTOR GL FVALOR P VALOR
TEMPERATURA 2 24,11 8,10x10°%
PH 2 107,86 9,53x10™
TEMPERATURA:PH 4 26,43 2,54x10""

Tabla 9. Prueba post-hoc para la temperatura en la fermentacion en
estado sdlido.

TEMPERATURA N SUBCONJUNTO
(°C) 1 2
DHS de Tukey*® 45 9 57,78
25 9 61,37
35 9 70,48
Sig. 0,17 1,00

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
2 Utiliza el tamario de la muestra de la media arménica = 9,000. ® Alfa = 0,05

Tabla 10. Prueba post-hoc para el pH en la fermentacion en estado
solido.

oH SUBCONJUNTO
1 2 3
DHS de Tukey?®® 75 9 51,63
5,5 9 59,45
35 9 78,56
Sig. 100 100 1,00

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
3 Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 9,000. ® Alfa = 0,05

la actividad lipolitica, puesto que un medio con este caracter,
junto con la acumulacion de las proteasas produce inestabili-
dad en la enzima®. Por otro lado, en el caso de la temperatura,
si la temperatura es muy alta podria provocar una desnaturali-
zacion de la enzima®, lo que podria explicar que la actividad
de lipasa sea menor a una temperatura de 45°C.

En la figura 1 se muestra el diagrama de Pareto estandarizado
para la fermentacion en estado sélido. Esta herramienta identi-
fica los factores que exhiben un mayor efecto acumulativo

.+
B:pH

BB

0 2 4 6 8

Efecto estandarizado

Fig. 1: Diagrama de Pareto.
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Fig. 2: Diagrama de superficie respuesta.

sobre la variable respuesta y representa graficamente los efec-
tos estandarizados para cada factor. La figura muestra que, al
modificar los valores del pH, por el efecto cuadratico de la
temperatura y las interacciones pH-temperatura, existe un
efecto inversamente proporcional sobre la variable respuesta;
la actividad enzimética. Por lo tanto, se establecio que a medi-
da que aumenta el pH y la temperatura, disminuye la actividad
enzimética.

La actividad enzimatica disminuye a la vez que el pH se vuel-
ve mas alcalino, mientras que para el caso de la temperatura el
mejor valor se encuentra cerca de 35 °C (Fig. 2). Los resulta-
dos muestran que la actividad enzimética es mas eficiente en
un pH de 3,5 y a una temperatura alrededor de 35 °C.

La mejor condicion de fermentacion fue la combinacion de un
pH de 3,5 y una temperatura de 35 °C, obteniendo 99,44 +
3,47 U/gS. Este resultado fue mayor al reportado por Dama-
s0*, utilizando residuos agroindustriales suplementados con
subproductos del proceso de refinado de aceite de maiz o
aceite de oliva como sustrato, y A. niger como microorganis-
mo. Sin embargo, la actividad enzimatica obtenida fue menor
a la reportada por Mohseni®, al utilizar salvado de arroz como
sustrato y el microorganismo A. niger. Estas diferencias entre
los resultados se deben al sustrato empleado, al método de
pre-tratamiento que se uso y las condiciones de fermentacion
utilizadas en cada experimento.

Conclusiones

El pre-tratamiento alcalino mostro tener un efecto en la dismi-
nucion de los polifenoles, se observé que a una temperatura de
73 °C y un tiempo de 20 minutos mostro tener una mayor
disminucion en la concentracion de polifenoles y taninos; sin
embargo, el pre-tratamiento antes mencionado también de-
mostrd tener una remocion de lignina menor a la esperada, en
comparacion con los pre-tratamientos a una temperatura y
tiempo mayor.

Por otro lado, el pH y temperatura dptimos para tener una
mayor actividad enzimatica fue de 3,5 y 35 °C, respectiva-
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mente, obteniendo un resultado de 99,44 + 3,47 U/gS, valor
que confirma el posible uso de los residuos solidos del benefi-
cio del café como sustrato para la obtencién de lipasa, aprove-
chando un subproducto que de otra manera seria desechado
ocasionando un grave dafio al medio ambiente.
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Abstract

From the leaves and stems of Stevia lucida Lagasca (Asteraceae), an equilibrium chalcone-flavanone isomeric
mixture, composed of 2',3,4,4',6'-pentahydroxychalcone (8) (eriodictyol-chalcone) and eriodictyol (9) [ratio 8/9
5:3], was isolated as an isomorphic crystal. The mixture was structurally characterized by spectroscopic methods,
including 1D- and 2D-NMR experiments. The presence of chalcones in the genus Stevia is reported here for the
second time.

Keywords: Chalcones; Flavanones; Equilibrium Mixture; 2',3,4,4',6'-Pentahydroxychalcone; Eriodictyol; Stevia
Resumen

A partir de las hojas y tallos de Stevia lucida Lagasca (Asteraceae), se aisld6 una mezcla isomérica chalcona-
flavanona en equilibrio, compuesta de 2',3,4,4',6'-pentahidroxichalcona (8) (eriodictyol-chalcona) y eriodictyol (9),
como un cristal isomorfo en una proporcion (8/9) 5:3. La mezcla se caracterizd estructuralmente mediante méto-
dos espectroscopicos, incluidos experimentos de RMN 1D y 2D. La presencia de chalconas en el género Stevia se
reporta aqui por segunda vez.

Palabras claves: chalconas; flavanonas; mezcla en equilibrio; 2',3,4,4',6' pentahidroxichalcona; eriodictyol; Stevia

Introduction

Flavonoids constitute one of the most important classes of
naturally occurring phenols with interesting biological
properties that demonstrate their great potential as treat-
ment options to several human pathologies™™. The scientific
literature on the wide range of biological and pharmacolog-
ical activities of flavonoids is extensive and review articles
abound>*. The so-called "minor flavonoids", among which
stand out chalcones and flavanones, have received consid-
erable attention in recent years, in the field of their biologi-
cal activities™* ™.

It is currently well established that, from a biosynthetic
perspective, flavonoids originate through the "general
phenylpropanoid pathway", starting with L-phenylalanine
(1) and then transforming it into trans-cinnamic acid (2)
which it is hydroxylated to p-coumaric acid (3) and this
evolves by esterification to p-coumaroyl-CoA (4). On some
plants, the latter (4) may be hydroxylated in position 3 to
give caffeoyl-CoA (5), which can also serve as substrate in
the next biosynthetic stage’®? (Fig. 1). The known en-
zymes related to this pathway are phenylalanine ammonia-

lyase (PAL), cinnamic acid 4-hydroxylase (C4H), p-
coumarate:CoA ligase (4CL), and 4-coumaroyl:CoA 3-
hydroxylase (CC3H)%. Since the mid-1970s, substantial
progress has been made on plant cell suspension cultures
and these were a valuable source for the isolation and char-
acterization of flavonoid enzymes®**. The next biosynthet-
ic stage carried out by the enzyme chalcone synthase
(CHS)® focuses on the condensation of p-coumaryl-
coenzyme-CoA (4) with three molecules of malonyl-CoA
(5) [generated by the reaction of acetyl-CoA and CO, cata-
lyzed by acetyl: CoA carboxylase (ACC)] giving the C-15
intermediate 2',4,4',6'-tetrahydroxychalcone (6). The most
important stage in flavonoid biosynthesis is that corre-
sponding to the conversion of chalcone (6) into the
flavanone naringenin (7) since all the other flavonoids are
generated from the latter. This stage is catalyzed by the
chalcone isomerase (CHI) enzyme, which generates a
chalcone-flavanone equilibrium?.

Stevia lucida Lagasca (Asteraceae) is a widely distributed
species in the Venezuelan Andean Region®’. From a phyto-
chemical point of view, we have studied this species for

Citar como: PA Chacon-Morales, C Santiago-Dugarte, JM Amaro-Luis. Chalcone-Flavanone Equilibrium in the Isomeric Mixture: 2',3,4,4',6'-Pentahydroxychalcone
and Eriodictyol from Stevia lucida. Avances en Quimica, 15(3), 89-96 (2020).
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more than three decades and have achieved to isolate and
identify several steroids®®, flavonoids?®®*, diterpenes of the
labdane® and ent-kaurane series including an interesting
new ent-kaurenolido®, longipinane sesquiterpenes®, some
eudesmanolides®, and (+)-mellein®, the first isocoumarin
reported for the genus Stevia. 7B,9a-dihydroxyongipin-2-
en-1-one, the most abundant sesquiterpene in S. lucida, has
been an excellent substrate for chemical reactions®**°, par-
ticularly Wagner-Meerwein rearrangements®*, which lead
to new regrouped sesquiterpene skeletons. Other research-
ers have also investigated S. lucida, describing as compo-
nents of this species a new labdane diterpenic acid® and
several longipinene diesters®.

Recently, we reported the isolation and characterization of
the first three chalcones present in the genus Stevia™. Now,
we describe a fourth chalcone, the 2'3,4,4'6'-
pentahydroxy-chalcone (also called eriodictyol chalcone)
(8) obtained from Stevia lucida, with the particularity that it
is in its natural state in equilibrium with the corresponding
flavanone eriodictyol (9). The mixture could not be sepa-
rated by conventional chromatographic methods and it was
characterized as such, through of a detailed spectral study
that includes 1D and 2D-NMR techniques.

Experimental

General experimental procedures

Melting point was determined using a Fisher-Johns apparatus
and it is uncorrected. UV spectra were obtained in a Perkin-

Elmer spectrophotometer, Lambda 3B, using quartz cells with
1 cm thick and methanol (Merck-Uvasol) as solvent. IR
measurement was obtained on a Perkin-Elmer FT-1725X
spectrophotometer as KBr pellets. 1D and 2D NMR spectra in
DMSO-ds were acquired using a Bruker-Avance DRX-400
instrument, operating at 400 MHz for *H and 100 MHz for
3C. Mass spectra were recorded on a Hewlett-Packard mass
spectrometer, model 5890 (70 eV). TLC were developed on
0.25 mm layers of silica gel PF 254 (Merck); spots were visu-
alized using UV light (254 and 365 nm) and subsequently by
spraying with a mixture v/iv CH;COOH-H,0-H,SO, (20:4:1)
and then heating with air-flow at 100 °C for few minutes.
VCC was performed with silica gel Merck 60 (63-200 um,
70-230 mesh).

Plant material

Plant material (leaves and stems) was collected at “Paramo de
la Negra, Municipio Rivas Davila, Estado Mérida, Venezue-
la”. Species was identified as Stevia lucida Lagasca by Eng.
Juan Carmona Arzola, Department of Pharmacognosy and
Organic Medicaments, Faculty of Pharmacy and Bioanalysis,
University of Los Andes (ULA); a voucher specimen (JM
Amaro-Luis & P. Chacdn, No. 2332) was deposited at the
Herbario MERF of this faculty.

Extraction and purification of the equilibrium mixture of 8
and 9

The dry uncrushed leaves and stems (= 4.0 kg) were exhaust-
ively extracted with ethanol in a soxhlet. The obtained solu-
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Fig. 1: Biosynthesis of Flavonoids.



Pablo A Chacon-Morales, Carolina Santiago-Dugarte, Juan M Amaro-Luis / Avances en Quimica, 15(3), 89-96 (2020)

NMR!H
DMSO-dj

91

H-3'
H-5'

Figure 2A

L]
® 2'3.4 4" 6-Pentahydroxy Chalcone H-6
H Eriodictyol H-5' H’a
Ho
OH OH
L |
‘ H2  HS
o Hea Hf * .0
( . [ ] n H-3a -
| ¢ OH 2-[ (.”: H.’G T lﬁ' (] H: .
[ ]
N L T
_PJH'\_._J‘ — _J._»_gllLf._‘JI\P_,‘U\— ‘lu!\____,_,_,'"u" MMMMM J Llllc_.‘l'\)llul\__, J—, "‘l (- l MW L
1 I T I i T T T T
12.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.6 6.0 5.2 3.4 3.0 26
8 (ppm)
\Hf’ ‘\H«'
2',3,4,4',6'-Pentahydroxychalcone (8) Eriodictyol (9)
(Eriodictyol-Chalcone)
NMRYC gg Figure 2B
DMSO-d, [}
@ 2'3,4,4' 6'-Pentahydroxy Chalcone s
N -5 mC-2 c-8
B Eriodictyol col @c2 C-6 C-3
o " c2 n
[ |
I LIEE I 1 | 1 I 1 | T I 1 | 1 | 1 | 1 I 1 I T I T | 1 I 1 I T I T I
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40
8 (ppm)

Fig. 2: '"H NMR and *C NMR spectra of 2quilibrium 2°,3,4,4,6” Pentahydroxychalcone (Eriodictyol-Chalcone) (8) and Eriodictyol (9).

tion was filtered and concentrated “in vacuo” in a rotary
evaporator at temperature not exceeding 40 °C, to produce a
crude extract (970 g), which was preadsorbed on silica gel and
extracted successively with petroleum ether, acetone, and
methanol, exhaustively in each case. Acetone-solution was
concentrated under reduced pressure to dryness and a brown
residue was obtained (= 270 g). The acetone extract was
preadsorbed on silica gel and chromatographed (VLC) over
silica gel 60, eluting with hexane and EtOAc in mixtures of
increasing polarity. Fractions of 500 mL were collected and
combined according to the TLC characteristics to afford
twelve major fractions (A-L). Combined fraction “H” [53-57],
eluted with hexane-EtOAc (2:3), was purified by repeated
flash chromatography, Sephadex fitration chromatography,

preparative TLC and crystallization to furnish an isomorphic
crystalline equilibrium mixture of 8 and 9.

Equilibrium mixture of 8 and 9

Liquid recovered by filtration after washing with methanol the
scraped silica gel from the preparative TLC of combined frac-
tion “H”, was concentrated to dryness yielding a pale yellow
solid, whose chromatographic behavior was typical of a fla-
vonoid. Crystallization in methanol gave yellow flakes; m.p. =
262-264 °C. [o]p = -2.8° (¢, 0,5 MeoH). UV, Amax: (CH30H,
nm) 225, 287, 330 (sh); IR, vm (cm™): 3363 (OH), 1636
(C=0), 1604 (C=C), 1521, 1447, 1160 and 1085 (C-O). El-
MS, m/z (%): 288 [M'] (69), 270 [M*-H,0] (14), 179 (24),
166 (40), 163 (18), 153 (100), 152 (12), 136 (70), 123 (16).
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'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) Data corresponding to
2',3,4,4',6'-pentahydroxychalcone (8)° &y: 7.94 (1H, d, J =
15.5 Hz, H-o), 7.61 (1H, d, J = 15.5 Hz, H-B), 5.88 (2H, s,
H-3’ and H-5"), 7.11 (1H, d, J = 1.7 Hz, H-2), 6.83 (1H, d, J
=8.1 Hz, H-5), 7.02 (1H, dd, J = 8.1 and 1.7 Hz, H-6), 12.60
(1H, s, OH), 10.45 (1H, s, OH), 9.66 (1H, s, OH), 9.31 (1H,
s, OH); Data corresponding to eriodictyol (9)® 6,: 5.41 (1H,
dd, J = 12.4 and 3.0 Hz, H-2), 3.22 (1H, dd, J = 17.1 and
12.4 Hz, H-30ax), 2.71 (1H, dd, J = 17.1 and 3.0 Hz, H-
3pBec), 5.91 (2H, s, H-6 and H-8), 6.91 (1H, bs, H-2"), 6.78
(2H, bs, H-5* and H-6), 9.08 (1H, s, OH), 9.08 (1H, s, OH),
12.18 (1H, s, OH). ®*C NMR (100 MHz, DMSO-dg) &¢°:
1925 (>C=0, C-p’), 124.5 (=CH-, C-a), 143.7 (=CH-, C-B),
105.1 (>C=, C-17), 165.3 (=C-O-, C-2°), 95.8 (=CH-, C-3"),
165.6 (=C-O-, C-4’), 95.8 (=CH-, C-5°), 165.3 (=C-O-, C-
6%), 127.6 (>C=, C-1), 115.2 (=CH-, C-2), 146.6 (=C-O-, C-
3), 149.4 (=C-0O-, C-4), 116.8 (=CH-, C-5), 122.9 (=CH-, C-
6); oc™: 79.3 (>CH-, C-2), 43.0 (>CH,, C-3), 197.2 (>C=0,
C-4), 164.4 (=C-O-, C-5), 96.7 (=CH-, C-6), 167.5 (=C-O-,
C-7), 96.7 (=CH-, C-8), 163.8 (=C-O-, C-8a), 102.7 (>C=,
C-4a), 130.4 (>C=, C-1"), 115.3 (=CH-, C-2"), 146.1 (=C-O-,
C-3%), 146.6 (=C-O-, C-4’), 116.3 (=CH-, C-5’), 118.8
(=CH-, C-6").

Results and Discussion

The equilibrium isomeric flavonoid mixture crystallized as
yellow flakes; m.p. = 262-264 °C. The EI-MS shows a peak
corresponding to a molecular ion at m/z: 288 [M*] which,
according to the NMR data, can be assigned to the molecular
formula C4sH1,06. The presence in its UV spectrum of three
bands at A 225, 287, 330 (sh) indicates that it is a chalcone-
flavanone mixture®. An overview of the ‘H NMR and “*C
NMR spectra (Fig. 2), clearly shows that it is a mixture of two
compounds whose ratio is 5:3 (8/9). Analyzing both spectra in
detail, together with the *H-'H COSY, HMQC, and HMBC
(Fig. 3) 2D-NMR spectra, the chalcone-related signals (identi-
fied with the sign “e®”) and those of the flavanone (identified
with the sign “m”) could be unequivocally assigned (see ex-
perimental; Fig. 2). Next, we will comment and discuss indi-
vidually the data of each of the compounds that make up the
mixture.

2'.4.4.4',6'-Pentahydroxychalcone (8)
Fig. 3: HMBC Spectrum Correlations of 2°,3,4,4°,6’ Pentahydroxychalcone (Eriodictyol-Chalcone) (8) and Eriodictyol (9).

Compound (8): The molecular formula C;sH;,0¢ revealed ten
unsaturation degrees. *C NMR data analysis (Fig. 2B) allow
the characterization in the molecule of functional groups
completing eight degrees of unsaturation, a ketone [6¢ 192.5
(>C=0, C-17)] and fourteen sp” carbons that form seven dou-
ble bonds and therefore, the remaining unsaturation should
correspond to two rings, forming a system composed of two
benzene nuclei. The remaining spectral data allowed to con-
clude that this compound is the 2'3,4,4'6'-pentahydroxy-
chalcone (eriodictyol chalcone).

This chalcone is not very abundant in Nature, having been
sporadically isolated only from four species: Galium verum
(Rubiaceae)®, Limonium cv. ‘Gold Coast’ (Plumbagina-
ceae)™, Tulipa cff. “Apeldoorn” (Liliaceae)™ and Sorghum
bicolor (Poaceae)*, however, it has been detected by GC/MS
in the peel of tomato fruits Lycopersicum sculentum
(Solanaceae)’, and in some medicinal plants: Artemisia argyi
(Asteraceae)®, Populus sieboldii (Salicaceae)® and Pouteria
lucuma (Sapotaceae)®. An interesting aspect to highlight is
the frequency with which its biosynthesis from caffeoyl-CoA
(6) has been induced in some plants by genetic engineering,
using the enzyme chalcone synthase (CHS); in general, plants
of nutritional interest have been used: Tomato (Lycopersicum
sculentum)®, barley (Hordeum vulgare)®, rice (Oryza sati-
va)>, carrot (Daucus carota)®, apple (Malus x domestica)*
and pear (Pyrus communis)®, which support the possible in-
terest of this chalcone as a phytochemical additive in the diet
to be ingested in human consumption®.

The spectrum of biological activity of this chalcone has been
studied, highlighting its antioxidant activity (Rancimat Test //
induction periods in lard at concentrations of 0.025, 0.05 and
0.1% = 20, 40, and 73 h, respectively)®’ and its relative DPPH
radical scavenging equivalence (DPPH assay in acetone = 3.8
at 30 min. when tocopherol in ethanol was used as standard)®.
In an "in vitro" study on antimalarial activity, antiplasmodial
effects were evaluated observing that (8), when it is given at 1
mM concentration, caused a relevant growth inhibition (88%)
of 3D7 Plasmodium falciparum strain, after 48 hours incuba-
tion; in another experiment, the growth of the parasite was
investigated when artemisinin, in sublethal doses ranging
from 0.625 to 5.0 nM, was added to a 1.0 mM sample of (8),
detecting considerable additive effects that induce a substan-
tial potentiation of the antimalarial action of artimisinin®.

Eriodictyol (9)
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Another activity of notable interest is the capacity of (8) as an
antidepressant agent, which was evaluated "in vivo™ in mice;
the activity of the compound, at a dose of 10 mg/kg, was
measured using the forced swimming test, in which it was
detected that the mean and standard error of the mean (+
SEM) for the duration of immobility of ten mice was 98.5 +
11.0 sec; this value qualifies (8) as a potent antidepressant
since it has a P < 0.01 against Fluoxetine, a reference antide-
pressant drug®. Finally, it is particularly notable that this
chalcone exhibits an inhibitory effect on several enzymes such
as phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) (ICs, = 2.5 and
8.2 uM)®, protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) (ICs, =
1.26 puM)%, aromatase (CYP19A1) (ICs, = 2.8 puM)®, 5-
lipoxygenase (5-LOX) (ICs, = 0.043 uM)* and cyclooxygen-
ase (COX) (ICs, = 34.0 uM)®. Consequently, it could be stat-
ed that chalcone (8) seems to be a potential herbicide for its
ability to inhibit PEPC, a promising candidate for the treat-
ment of a variety of inflammatory and allergic diseases due to
its action on 5-LOX and COX or a therapeutic approach to
prevent the development and progression of breast cancer
based on its activity on CYP19A1.

Compound (9): The signals (typified as signals m) in the *H
NMR and “C NMR spectra corresponding to the second
component of the mixture are congruent with those of a
flavanone, which was identified with eriodictyol (3°,4°,5,7-
tetrahydroxyflavanone). This flavanone was isolated for the
first time in 1906 from Eriodictyon californicum (Hooker and
Arnott) Greene, a California medicinal plant commonly
known as "Yerba Santa"®, but its structure was not definitive-
ly established until 1929, which was also unequivocally sup-
ported by its synthesis®® . Since then, this flavanone has been
reported in many higher plants® and particularly in species of
the genus Citrus (Rutaceae)®.

From the biological and pharmacological point of view,
eriodyctiol has a wide spectrum of activities, as can be con-
trasted when analyzing the recent review of Islam et al.%;
however, it is appropriate to highlight the most recent papers
on its anti-oxidants”, anti-inflammatory”, cardiovascular’?,
and anti-carcinogenic’>" activities, as well as the critical role
it plays in diabetes mellitus™. At this time, it is particularly
interesting to note that eriodyctiol is described as an interest-
ing molecule for treating COVID-19, as it is revealed by rig-
orous studies using a molecular docking approach, via the
world's most powerful supercomputer SUMMIT™. In these
studies, it was confirmed that eriodictyol might affect the life
cycle of the SARS-CoV-2 virus by interacting with various
amino acids and proteins, binding to multiple targets with
efficient binding energy (between -6.7 and -8.8 kcal/mol) and
within the active site’”; consequently, eriodictyol can become
a multi-target molecule which can be a strong candidate for
the treatment of coronavirus infection when repurposed
against SARS-CoV-2.

In accordance with all the above and in harmony with the title
of this article, it is appropriate to make some comments about
the chalcone-flavanone equilibrium. The scientific literature
reveals that it is rare to find this equilibrium type in the same
plant species; however, the presence of the equilibrium
2',3,4,4'6"-pentahydroxychalcone  (eridictyol  chalcone)-
eriodictyol [(8) & (9)], has been reported in certain common
plants such as tomato (Lycopersicum  sculentum,
Solanaceae)”’, sorghum (Sorgum bicolour, Poaceae)*® and
poplar Populus sieboldii, Salicaceae)* and also in incubations
with plant enzyme preparations obtained from fresh vegetable
materials such as flowers of defined genotypes of carnation
(Dianthus caryophyllus, Caryophyllaceae)” or anthers and
pollen of tulips (Tulipa cff. “Apeldoorn”, Liliaceae)"”.

The synthetic cyclization of chalcones into flavanones and
vice versa has been widely studied®2. Both processes have
been carried out chemically using acids [acetic acid, trifluoro-
acetic acid, methane sulphonic acid, amino acids, Lewis acids
and mineral acids such as HCI, H,SO,; H;PO,,
polyphosphoric acid, etc.], bases [alkali metal hydroxydes,
sodium acetate, potassium carbonate in acetone under reflux
condition, amine bases, cobalt(ll) Schiff-base], aqueous buff-
ers at variable pH, acidic ion-exchange resin, phase-transfer
catalysts, catalysis by Co(lll)-salts complexes, bovine serum
albumin (BSA), oxidizing agent as potassium ferricyanide,
silica gel, zeolites, celite supported potassium fluoride,
Amberlyst A-21, photochemical processes, thermal reactions
at 60 °C in the solid-state or in the melt at 230 °C, microwave
irradiation or under electrochemical conditions. It should be
noted that the chalcone-flavanone equilibrium conforms a
scaffold that can function as a dynamic covalent molecular
switch, that is, a molecule that is capable of being reversibly
biased towards two states in response to an external stimu-
lus®, the development of these systems (the so-called “molec-
ular switches™) have been a mature area of research during the
last decade, as they have application in a variety of fields in-
cluding sensors, chemical biology, and functional materials®.
Finally, the cyclization of chalcones can lead to flavonoids
other than flavanones; an example of this is the transformation
of the eriodictyol chalcone (8) into the aurone aureusidin,
through a crude peroxidase, polyphenol oxidase (PPO)™.

As conclusion, it is undeniable to say that in our case since we
never use acids or bases in the extraction and isolation pro-
cesses, the coexistence of the chalcone-flavanone equilibrium
is natural, and must be regulated by the action of the enzyme
chalcone isomerase (CHI). This equilibrium, being photo-
synthetically originated, could be considered a dynamic cova-
lent photoswitch.
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