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@Resumen:

La invencion se refiere a un procedimiento que, a
partir de la cascarilla de cacao, permite obtener
puntos cuanticos de carbono dopados con selenio —
con capacidad antioxidante y caracter luminiscente - y
una fraccion sélida lignocelulésica - estable a
temperaturas superiores a 200 °C -. El método
desarrollado requiere la molturacion de la cascarilla
de cacao, la adicion de disolvente &cido y una
extraccién con microondas. El sobrenadante
multifuncional obtenido es separado y se adiciona un
precursor de selenio, se irradia con microondas,
obteniendo una disolucion intermedia a la que se
aplica un tratamiento hidrotermal para la obtencién de
puntos cudanticos de carbono dopados con selenio.
Opcionalmente, una parte del sobrenadante
multifuncional separado es empleado para precipitar
una fraccién insoluble rica en pectinas.
Ventajosamente, la fraccion sélida lignoceluldsica se
utiliza como adsorbente de metales pesados o como
fuente de fibra.
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DESCRIPCION

PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE PUNTOS CUANTICOS DE CARBONO
DOPADOS CON SELENIO Y UNA FRACCION SOLIDA LIGNOCELULOSICA, Y PUNTOS
CUANTICOS DE CARBONO DOPADOS CON SELENIO Y FRACCION SOLIDA
LIGNOCELULOSICA OBTENIDOS

OBJETO DE LA INVENCION

La presente invencidn se refiere a un procedimiento a escala semi-piloto o industrial
basado en la radiacién de microondas para la obtencidon de puntos cuanticos de carbono
dopados con selenio y una fraccion sdlida lignocelulésica a partir de cascarilla de cacao
generada como residuo en la industria del chocolate de alto interés econdmico.
Ventajosamente, el procedimiento que se preconiza permite - ademas de los puntos
cuanticos de carbono dopados con selenio - obtener secuencialmente compuestos
adicionales de alto valor afadido, tales como proteinas hidrosolubles, pectina,

antioxidantes, pigmentos y material lignocelulésico.

El objeto de la invencién es ofrecer un procedimiento que posibilita la disminucion de los
costes de produccion de los productos obtenidos, generando un valor afiadido de los
residuos de cascarilla de cacao que se emplean como materia prima en este

procedimiento.

También es objeto de la presente invencion los puntos cuanticos de carbono dopados con
selenio, obtenidos por el procedimiento desarrollado, los cuales pueden ser utilizados como
biosensores, para la liberacion controlada de farmacos, en imagenologia para la
visualizacion de células y tejidos, y en general como agente fotosensibilizador, debido a
sus ventajosas propiedades en términos de fotoluminiscencia, biocompatibilidad y baja
toxicidad. Igualmente, es objeto de la invencion la fraccion sdlida lignocelulésica que

constituye un adsorbente para metales pesados o como fuente de fibra.

Los compuestos obtenidos mediante este procedimiento podran ser destinados para su

uso en la industria quimica, cosmética, farmacologica, alimentaria, médica y electrénica.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La cascarilla de cacao es el principal residuo producido durante la fabricacién del chocolate
tras el tostado de los granos de cacao, constituyendo un 12% del peso total. La produccion
de chocolate y derivados representa un gran impacto econémico y social en Espafia, por lo
que es necesario proponer soluciones medioambientalmente sostenibles para gestionar
este tipo de residuos de elevada produccion. La cascarilla de cacao esta compuesta por un
70% de carbohidratos, principalmente celulosa y pectina, con un bajo contenido en grasas,
cenizas y humedad (2, 4 y 6%, respectivamente). La cascarilla de cacao también es rica en
compuestos antioxidantes (teobromina, acido cafeico, epicatequina, acido ferulico, acido
protocatéquico, acido clorogénico) y pigmentos, con potencial aplicacion en sectores tales
como alimentacion, cosmética, medicina o materiales avanzados (Mellinas et al., 2020;
Sanchez et al., 2023).

Los métodos de extraccion convencionales tales como Soxhlet, maceracion o reflujo han
sido ampliamente utilizados para obtener compuestos bioactivos a partir de fuentes
naturales. Estas combinaciones de mezcla, agitacion, temperatura y/o maceracién ofrecen
un método simple y eficaz para extraer dichos compuestos. Sin embargo, estos procesos
requieren largos tiempos de extraccion, un elevado consumo de disolventes y pueden
degradar los compuestos objetivo debido a efectos de sobrecalentamiento local,

obteniendo resultados inexactos.

La extraccién secuencial de compuestos se ha aplicado durante los ultimos afios (Aimone
et al., 2023; Moreira et al., 2023; Pérez-Bassart et al., 2023) con el objetivo de aumentar la
eficiencia y sostenibilidad de los procesos de extraccion de diferentes residuos
agroalimentarios, minimizando su impacto medioambiental. La patente ES2695874B2
propone la extraccion secuencial de distintos compuestos de alto valor afiadido (proteinas
solubles, lipidos, pigmentos y carbohidratos) a partir de biomasa humeda mediante
extracciones sucesivas con agua subcritica presurizada, etanol expandido con CO; sub- o

supercritico y, finalmente, CO, supercritico.

La patente US20060269633A1 desarrolla una extraccion secuencial de cascarilla de cacao
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con el objetivo de obtener polifenoles y teobromina presentes en la misma. Para ello, se
propone un proceso de extraccion convencional que se repite entre 2-5 veces para obtener
el maximo rendimiento de estas fracciones, utilizando como disolvente una mezcla agua:
acetona y temperaturas entre 40-80 °C durante 4-6 horas. Para separar las distintas
fracciones se utiliza metanol, no recuperado durante el proceso, aumentando el uso de
disolventes organicos durante la extraccion. Se contempla el uso de agua como agente
extractante, obteniendo bajos rendimientos en el proceso. Finalmente, la cascarilla es
sometida a un proceso de desengrasado previo al proceso de extraccién, aumentando asi

el numero de etapas en el proceso global.

La patente W0O2020245293A1 aplica un proceso en cascada para obtener extractos a
partir de granos de cacao mediante extraccion hidrotermal usando mezclas de diferentes
disolventes organicos. Para ello, utiliza tiempos de extraccidn entre 24-96 horas a

temperaturas inferiores a 70 °C.

En la patente CN110882289A se realiza una extraccion secuencial para extraer los
polifenoles presentes en los granos de cacao, con el objetivo de disminuir los costes en la
inactivacion de la enzima polifenol oxidasa (PPO). Este proceso es necesario para
aumentar la vida util de los granos de cacao. Para ello, se realiza una primera extraccion
con hexano: acetona para desengrasar los granos de cacao y, posteriormente, éstos son
sometidos a una extraccion con acidos inorganicos a valores de pH entre 2-6 y un intervalo
de temperaturas entre 30-85 °C durante 2 horas a escala piloto, obteniendo fracciones con

un 54% de polifenoles y un 41% de teobromina.

La patente WO02020038905A1 describe un procedimiento de extraccion de los
componentes de la cascara de la vaina de cacao y la utilizacion del extracto soluble
obtenido y sus aplicaciones. Esta metodologia propone el uso de técnicas no
convencionales, tales como microondas y ultrasonidos, pero compuestas por 10-12 etapas
previas a la obtencién del extracto. En este caso, se apuesta ademas por el uso de
enzimas que permiten maximizar los rendimientos de extraccion, aunque incrementando el

coste del proceso.

La patente WO2007138118A1 utiliza granos de cacao sin fermentar como materia prima

en una extraccion secuencial a escala piloto para obtener fracciones lipidicas y polifenoles.
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Para ello, se realiza una extraccién hidroalcohdlica (30-70%) en un intervalo de
temperaturas entre 40-80 °C, durante 1-2 horas. Se obtienen rendimientos de extraccion de
polifenoles maximos del 50%, consiguiendo extractos enriquecidos hasta en un 90%

mediante evaporacion.

Grillo y col. proponen el uso de ultrasonidos a escala semi-piloto para la obtencion de
aceite esencial y polifenoles derivados de la cascarilla de cacao, utilizando mezclas

ternarias de etanol/hexano y agua (25 L) y una energia de 6.82 kW.

Existen diferentes investigaciones publicadas en los ultimos afios sobre la extraccion de
compuestos activos presentes en la cascarilla de cacao (Barbosa-Pereira et al., 2018;
Bruna et al., 2009; Handojo et al., 2019; Mellinas et al., 2020; Nsor-Atindana et al., 2012;
Okiyama et al., 2019; Patricia Isabel et al., 2017; Rojo-Poveda et al., 2020, 2019) donde se
utilizan técnicas de extraccidon no convencionales tales como fluidos supercriticos o
microondas, pero su principal desventaja reside en que se desarrollan unicamente a una
escala de laboratorio y no siendo directamente escalable para una produccidon a escala
semi—piloto en la produccion de mayores cantidades. La extraccion asistida por
microondas (MAE) preliminarmente desarrollada por Mellinas y col. (Mellinas et al., 2020),
pone de manifiesto el elevado potencial de esta técnica para obtener compuestos de alto
valor afiadido a partir de cascarilla de cacao, optimizando los procesos a escala de
laboratorio y controlando la temperatura del proceso de extraccidén. Es importante sefialar
gue el proceso de escalado en MAE no es lineal por lo que es necesario una optimizacion
de los parametros de extraccion para maximizar los rendimientos sin afectar a la calidad de

los productos obtenidos.

Las patentes ES2615752T3 y WO2013067896A proponen el uso de la radiacion
microondas a escala piloto para extraer polisacaridos de hongos y algas, respectivamente,
mediante un proceso de extraccion con un intervalo de presion de 20-760 mmHg, utilizando

acidos organicos e inorganicos.

La patente W0O2013150262A1 propone una biorrefineria de residuos de citricos asistida
por microondas para la obtencién de diferentes productos de valor anadido tales como
aceite esencial, flavonoides, celulosa y pectina. Para ello, se utilizan disolventes organicos

miscibles en agua a una temperatura de extraccion entre 80-150 °C y una potencia entre
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100 W-10 MW.

En los ultimos afios se han explorado estrategias alternativas para la sintesis de
nanoparticulas y nanomateriales con un enfoque mas sostenible, empleando agentes
naturales tales como extractos de plantas y enzimas microbianas como agentes reductores
y/o estabilizantes (Aswathi et al., 2023). Por otro lado, la sintesis de nanoparticulas
utilizando microondas presenta grandes ventajas frente a los métodos convencionales:
mejora de la microestructura, aumento del rendimiento, ahorro de energia, reduccién de
costes de fabricacion y obtencidon de nuevos materiales con propiedades diferentes. Se
han reportado varios articulos para la produccién de distintos tipos de nanoparticulas a
escala de laboratorio (Ahammed et al., 2020; Borowska et al., 2023; Kaur et al., 2023;
Mellinas et al., 2019; Pauzi et al., 2019; Xiao et al., 2020).

Se ha publicado el uso de la radiacidon microondas para obtener nanoparticulas de selenio
utilizando extractos derivados de la cascarilla de cacao, obteniéndose una mezcla de
nanoparticulas amorfas de pequefio tamafio (1-3 nm) y nanoparticulas cristalinas de un
tamafio aproximado de 50 nm. Para su desarrollo se han optimizado las condiciones de
sintesis a escala de laboratorio, obteniendo valores de 788,6 W de potencia y 15,6 minutos
de sintesis para un volumen de muestra de 50 mL. La principal desventaja de este método
de sintesis esta relacionada con la escalabilidad del proceso obtenido, ya que estas
condiciones implicarian el uso de magnetrones de elevada potencia y/o largos tiempos de

sintesis, pudiendo llegar a degradarse los productos obtenidos (Mellinas et al., 2019).

Los puntos cuanticos son un tipo especial de nanomateriales que presentan una mejora
significativa en sus propiedades, y pueden definirse como nanomateriales semiconductores
que pueden convertir un espectro de luz entrante en una frecuencia de salida de energia
diferente. En este sentido, los puntos cuanticos de carbono (CQDs) han sido objeto de
numerosos estudios durante los ultimos afios debido a sus excepcionales propiedades

Opticas y quimicas, asi como sus potenciales aplicaciones.

Los CQDs pueden presentar algunos inconvenientes debido a su escasa solubilidad en
agua, bajos rendimientos cuanticos y falta de funcionalizacion. Para resolver estos
problemas se han planteado varias estrategias, destacando el dopaje de los CQDs con

distintos heteroatomos para mejorar asi sus propiedades (Wang et al., 2019).
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Los puntos cuanticos de carbono dopados con selenio (SeCQDs) tienen un elevado
potencial debido a su alta biocompatibilidad, lo que ha permitido su uso en el campo de la
medicina, debido a su elevada capacidad antioxidante, para tratar y detectar diferentes
enfermedades (Bai et al., 2023; H. Huang et al., 2020; F. Li et al., 2017; Luo et al., 2020;
Rosenkrans et al., 2020; Shi et al., 2020; Wang et al., 2022; X. Zhou et al., 2021). Ademas,
también han sido utilizados como fertilizantes (J. Li et al., 2023) en plantaciones de tomate
y como suplemento de selenio en alimentos para animales (Wang et al., 2022). Finalmente,
podemos encontrar aplicaciones en el area electroquimica, siendo utilizados para el
desarrollo de baterias (Yang et al., 2021) y sensores (Chauhan & Chaudhary, 2021; G.
Huang et al., 2020; D. Zhou et al., 2021).

En lo que se refiere a los métodos de sintesis de SeCQDs, el precursor mas utilizado es la
L-selenocisteina mediante un procedimiento que consiste en un calentamiento entre 60-
120 °C durante al menos 24 horas a pH 9, lo que favorece la solubilidad del precursor.
Posteriormente, la disolucidon se purifica mediante dialisis y se lleva a sequedad hasta su
utilizacion (Bai et al., 2023; H. Huang et al., 2020; F. Li et al., 2017; Luo et al., 2020;
Rosenkrans et al., 2020; Shi et al., 2020; Wang et al., 2022; X. Zhou et al., 2021).

Li y colaboradores han reportado recientemente la sintesis de SeCQDs a partir de algas
azules, compuestas principalmente por cianobacterias, y selenito de sodio como precursor.
Para ello, se mezcla el polvo de algas con selenito de sodio en una relacion 2:1, con un
volumen de agua destilada de 200 mL. Esta disolucion es tratada a 200 °C durante 6 horas
en autoclave, y el sobrenadante es dializado y liofilizado hasta su utilizacion (J. Li et al.,

2023). Este proceso supone el uso de elevadas temperaturas y presiones.

Otro posible método para dopar con selenio los CQDs consiste en incorporar el selenio a
través de selenito de sodio mediante un calentamiento a 90 °C durante 15 minutos. Este
método, a pesar de usar tiempos de sintesis mas bajos, supone una obtencién previa de
los CQDs aumentando el numero de etapas y recursos para obtener el producto deseado
(Chauhan & Chaudhary, 2021).

Existe un numero limitado de patentes relacionadas con la obtencion de SeCQDs. La

patente CN116554220A describe una aplicacidon biomédica de puntos cuanticos de
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carbono dopados con selenio en orientacion 6sea, mejorando eficazmente la tasa de
utilizacion del selenio en el cuerpo humano, eliminando eficazmente las especies reactivas
del oxigeno. Los SeCQDs pueden utilizarse como medicamento para tratar enfermedades

Oseas diabéticas, osteoporosis y similares.

La patente CN114479846A establece un método de preparacion y aplicacion de SeCQDs
preparados a base de levadura enriquecida con selenio. Para ello, se lleva a cabo un

tratamiento hidrotermal seguido de un proceso de purificacion.

La patente CN104312588 se refiere a un método de preparacion de SeCQDs que
comprende los siguientes pasos: (1) preparacion de polvo de puntos cuanticos de 6xido de
carbono, (2) dispersion del polvo obtenido anteriormente en un disolvente para obtener una
solucion de puntos cuanticos de 6xido de carbono, (3) adicion de un dopante que contenga
selenio en la solucion de puntos cuanticos de 6xido de carbono llevando a cabo un proceso
de reaccion solvotérmica a una temperatura de 50-500 °C entre 0,5 y 18 horas para

obtener los puntos cuanticos de carbono dopados con selenio.

Para solventar los problemas que supone el uso de métodos convencionales de extraccion
y su escalado, la presente invencion propone el uso de un método de extraccion asistido
por microondas (MAE) a escala semi-piloto o industrial, minimizando el consumo de
disolventes organicos y el numero de etapas durante el proceso, y mejorando la
sostenibilidad de los procesos propuestos mediante un proceso global de residuo 0, dando

un valor afiadido a todos los productos obtenidos.

Ademas, el procedimiento propuesto en la presente invencion permite la obtencién de
SeCQDs mediante radiacion de microondas a escala semi-piloto, utilizando como fuente de
carbono, agente reductor y estabilizante un extracto derivado de la cascarilla de cacao, lo
que permite obtener un producto con elevado potencial fotoluminiscente y baja toxicidad. El
uso de la cascarilla de cacao como fuente de carbono, agente reductor y estabilizante no
ha sido reportado previamente hasta la fecha, al igual que la combinacion de la radiacion

de microondas con un proceso hidrotermal a bajas presiones para la sintesis de SeCQDs.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén preconiza un procedimiento de obtencién de puntos cuanticos de
carbono dopados con selenio (SeCQDs) y de una fraccion sdélida lignoceluldsica a escala
semi-piloto o industrial a partir de cascarilla de cacao (subproducto de la transformacion del

cacao) mediante un proceso secuencial basado en microondas.

La obtencion de SeCQDs utilizando microondas ofrece mayores rendimientos de
extraccidbn, menor numero de etapas y menores requerimientos energéticos que los

reportados previamente.

Ventajosamente, el procedimiento propuesto permite obtener, adicionalmente, otros
compuestos de alto valor anadido, tales como una fraccion sélida lignoceluldsica, proteinas
hidrosolubles, pectinas, antioxidantes y pigmentos; resultando en una valorizacién integra
de la cascarilla de cacao, donde toda la materia prima que entra al proceso termina

convirtiéndose en producto.

Ademas, los procesos de extraccion propuestos utilizan un medio acuoso, evitando el uso
de disolventes organicos, mejorando la sostenibilidad de los procesos respecto a las

metodologias reportadas.

Al tratarse de una extraccion asistida por microondas no selectiva en medio acuoso y
escala semi-piloto o industrial, la presente invencién permite obtener productos
multifuncionales con gran potencial para ser utilizados en multiples sectores tales como

alimentacion, envasado de alimentos, cosmeética, electronica o biomedicina.

El procedimiento de sintesis de SeCQDs implica el uso de una sal como precursor,
preferiblemente en forma de disolucion acuosa, junto con un extracto natural rico en
antioxidantes naturales obtenido tras la extraccion en medio acido de la cascarilla de cacao
(extracto P1), utilizado como fuente de carbono, agente reductor y estabilizante. De este
modo, de esta invencion se deriva la obtencion de un agente reductor no toxico,
econdmicamente viable y facilmente accesible para la produccién de SeCQDs con gran
potencial para su uso en diferentes campos tales como electronica, agricultura, envasado

de alimentos o medicina.

Este enfoque no solo reduce significativamente los costes del proceso de produccioén, sino
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gue representa un método de sintesis "verde", que incorpora los principios de la "economia

circular" al reutilizar materiales que anteriormente se consideraban desechos.

Los SeCQDs obtenidos mediante este procedimiento presentan resultados excepcionales

en términos de fotoluminiscencia, polidispersion, estabilidad, capacidad antioxidante y baja

toxicidad comparados con los reportados hasta ahora, demostrando asi la viabilidad y

eficacia de la presente invencion.

Asi, la presente invencion permite la obtencién de SeCQDs y, opcionalmente, de otros

compuestos de alto valor afadido, a partir de cascarilla de cacao conforme a las siguientes

etapas:

Molturacion de la cascarilla de cacao, donde preferentemente se muele hasta un
tamano entre 0,5y 2 mm.

Adicion de un disolvente acido a la cascarilla de cacao molturada hasta pH igual o
menor a 5,5 y obtencién de una disolucién con una relacion 10-70 g cascarilla/L
disolvente acido.

Extraccion asistida por microondas de la disolucion obtenida en la etapa anterior,
que se realiza a una densidad energética de entre 0,3 y 0,7 kW-s/mL, generando
una fraccion solida lignocelulésica (SLC) y un sobrenadante multifuncional (P1).
Opcionalmente, la extraccion asistida por microondas se realiza durante, al menos,
20 minutos (preferentemente durante un intervalo de tiempo de entre 35-100
minutos) trabajando bajo agitacion y presion atmosférica. Ventajosamente, en la
extraccién asistida por microondas no es necesario realizar ningun pretratamiento a
la cascarilla de cacao molturada para obtener un primer extracto rico en pectinas,
proteinas hidrosolubles y otros compuestos de valor afadido, asi como el SLC. De
hecho, el SLC puede ser utilizado como adsorbente de metales o como fibra
alimentaria sin necesidad de tratamiento previo, al ser rico en material
lighoceluldsico.

Separacion sélido-liquido obteniendo una fraccion solida lignocelulésica (SLC) y un
sobrenadante multifuncional (P1), donde el sobrenadante multifuncional (P1) esta
compuesto por, al menos, una concentracion minima de 235 mg de Acido
Galacturénico/g extracto seco y por compuestos antioxidantes con una capacidad

antioxidante minima de 18 mg eq. Acido Galico/g extracto y 47 mg eq. Acido

10
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Galico/g extracto, medida por FRAP (siglas del método de medicion de poder
antioxidante reductor del hierro) y ABTS (siglas del método de medicién de
reduccion del radical cationico ABTS+), respectivamente.

- Sintesis de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio (SeCQDs) por
irradiacion con microondas a una densidad energética entre 0,072 - 0,720 kW-s/mL
de una disolucién formada por el sobrenadante multifuncional (P1) y un precursor
de selenio con una concentracién de entre 1 y 4 g/L, obteniendo una disolucion
intermedia. Asi, P1 es utilizado como fuente de carbono, agente reductor y
estabilizante para la sintesis de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio;
mientras que el precursor de selenio es un compuesto tal como: 6xido de selenio,
acido trioxoselénico y/o selenito de sodio. Igualmente, cabe sefalar que,
preferentemente, la sintesis de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio
(SeCQDs) por irradiacion con microondas se realiza durante un periodo de entre 5 y
50 minutos.

- Tratamiento hidrotermal de la disolucion intermedia a una temperatura menor de 60
°C, y una presiéon de entre 50 y 120 mbar, obteniendo SeCQDs con un tamano
entre 10 y 50 nm, presentando una banda de GAP de 3,1 eV, una estabilidad entre
-3 y -52 mV, una capacidad antioxidante minima, medida por ABTS y FRAP, de
226 £ 0,2 y 40,2 £ 0,2 mg eq. Trolox/g SeCQDs, respectivamente, y caracter

luminiscente.

Cabe senalar que la fraccién sélida lignoceluldsica (SLC) es estable frente a temperaturas
mayores de 200 °C y la disolucién intermedia obtenida tras la sintesis de SeCQDs tiene
una capacidad antioxidante entre 10-30 mg Trolox/g extracto, siendo el rendimiento de la

reaccion de sintesis superior al 90%.

El presente procedimiento de extraccion sobre cascarilla de cacao presenta mayores
rendimientos para los principales productos obtenidos (pectina, proteinas y antioxidantes)
respecto a los métodos convencionales reportados hasta la fecha, dado que la extraccion
ocurre como consecuencia de cambios en la estructura celular del residuo agroalimentario
al interaccionar con las ondas microondas, bajo las condiciones anteriormente expuestas.
En este sentido, cabe resaltar que el rendimiento de extraccion con microondas es de entre

un 30 y 40% respecto a la materia prima inicial.
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Asi, el disolvente acido que se adiciona a la cascarilla de cacao molturada es un acido
organico o inorganico, tales como HCI, H>SO4, acido citrico, acido acético y/o acido malico.
En este sentido, se ha comprobado la eficiencia y eficacia de acidos organicos, tal como el

acido citrico, mejorando asi la sostenibilidad del procedimiento global de la invencion.

Opcionalmente, una porcion del sobrenadante multifuncional (P1) obtenido de la
separacion solido-liquido se pone en contacto con alcohol a una temperatura menor de 25
°C, generando la precipitacién de una fraccion insoluble (P2) — rica en pectinas -, y una
fraccion (P3); donde la fraccion insoluble (P2) precipitada es estable frente a temperaturas
mayores de 200 °C y es recuperada mediante una segunda separacion solido-liquido a
temperatura ambiente, cuyo rendimiento de extraccion es mayor del 45% respecto del
sobrenadante multifuncional (P1). Asi, esta segunda separacion solido-liquido se realiza

preferentemente mediante centrifugacion o filtracion.

Los diferentes productos obtenidos durante las extracciones (P1 y P2) son estables a
temperaturas superiores a 200 °C, presentando una elevada estabilidad térmica para su

procesado en diferentes aplicaciones industriales.

El fraccionamiento con alcohol (segunda separacion solido-liquido) tras la extraccion
permite obtener fracciones concentradas de pectina (P2) y antioxidantes (fraccién P3),
pudiendo recuperar el alcohol utilizado para ser reutilizado en futuros fraccionamientos,
aumentando significativamente la sostenibilidad del proceso. Es decir, la fracciéon (P3) - rica
en compuestos antioxidantes y pigmentos — es concentrada mediante evaporacion para
recuperar el alcohol, preferentemente, posteriormente la fraccion (P3) es sometida a un
proceso de secado, por atomizacion, nebulizacidn, liofilizacién o estufa. Mientras que la
fraccion insoluble (P2) es sometida a un proceso de secado, por atomizacion, nebulizacion,

liofilizacion o estufa.

Ventajosamente, la presente invencion desarrolla un proceso de residuo cero, donde toda

la materia prima es transformada en producto utilizando radiaciéon de microondas.

El uso de agua para obtener fracciones ricas en polifenoles con rendimientos elevados

mejora la sostenibilidad de los procesos propuestos hasta la fecha.
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La presente invencion permite obtener puntos cuanticos de carbono dopados con selenio
(SeCQDs) que presentan un tamafio entre 10 y 50 nm, una banda de GAP de 3,1 eV, una
estabilidad entre -3 y -52 mV, una capacidad antioxidante minima, medida por ABTS y
FRAP, de 22,6 y 40,2 mg eq. Trolox/g SeCQDs, respectivamente, y caracter luminiscente.
En este sentido, el caracter luminiscente de los SeCQDs ofrece un comportamiento
ventajoso para su aplicacion en biosensores, para la liberacién controlada de farmacos, en
imagenologia para la visualizacion de células y tejidos, y en general como agente

fotosensibilizador.

Igualmente, el procedimiento de la presente invencion permite obtener una fraccion sdlida
lignocelulésica (SLC), con aplicacion como adsorbente de metales, preferentemente
metales pesados tales como plomo o cadmio, presentes en aguas residuales debido a su
estructura porosa, con una eficiencia minima entre 26-50%, bajo las condiciones
estudiadas, sin necesidad de realizar ningun tratamiento posterior tras el proceso de

separacion solido-liquido.

Igualmente, dicha fraccion sdlida lignoceluldsica (SLC) obtenida por el procedimiento de la
invencion, puede usarse como fuente de fibra soluble e insoluble con una concentraciéon

superior al 40%.

La tabla 1 resume las propiedades funcionales del sobrenadante o extracto multifuncional
(P1) obtenido tras la primera extraccion asistida por microondas, la cual no pretende limitar
su alcance, sino ser ilustrativa, ya que la composicion final de los extractos dependera de

las condiciones utilizadas durante la extraccion.

Tabla 1. Caracterizacion de los extractos obtenidos tras la primera extraccion (P1): 0,61
kW-s/mL, 30 min, 0,04 g/L, pH 3, 7500 mL.

Extracto liquido
Analisis
(P1)
Rendimiento de extraccion 316 +£0,6
Contenido total de polifenoles (TPC)
30,0+ 2,7

(mgA. gélico/ gextracto)
Contenido en proteinas (Mgssa/Qextracto) 103,1+2,8
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Acido urénico (mgeu/Gextracto) 235,1+59
Capacidad antioxidante, FRAP (mgrroiox/Qextracto) 18,2+ 3,2
Capacidad antioxidante, ABTS (mgtroiox/Qextracto) 46,7 £ 4,4

En definitiva, la produccion “in situ” de SeCQDs a partir del extracto liquido (P1) como
medio de sintesis, que reacciona con el precursor por irradiacion con microondas, permite
obtener propiedades activas interesantes en el campo de la electronica, agricultura y

medicina.

Ademas, se reducen los tiempos de sintesis propuestos previamente en otros trabajos,

considerando ademas una escala de produccion semi-piloto o industrial.

El escalado de las condiciones de sintesis de SeCQDs utilizando microondas supone una
mejora para su implantacion en procesos industriales. No se han reportado condiciones de
sintesis utilizando microondas hasta la fecha para la produccion de este tipo de

nanomateriales.

El tratamiento previo con microondas mejora significativamente la estabilidad de los puntos

cuanticos de carbono dopados con selenio.

El tratamiento hidrotermal a baja presion tras la sintesis por microondas induce la
formacién de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio. Ademas, durante este
proceso se evaporan hasta dos tercios del volumen de agua (disolvente) dando lugar a un

producto mas concentrado que el original.

La combinacién de un proceso con microondas seguido de un tratamiento realizado a bajas
presiones no ha sido reportada hasta la fecha para el desarrollo de estos productos,
permitiendo una mejora del consumo energético y sostenibilidad del proceso.

El método propuesto en esta invencion trabaja a una escala semi-piloto en medio acuoso,
ajustando la densidad energética necesaria en funcion de la cantidad de materia prima que

entra al sistema.

Las etapas en cascada y la circularidad del proceso permiten obtener un procedimiento de
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residuo cero eliminando etapas de pretratamiento de muestra propuestas por otros autores,
tales como concentrado o secado, entre los procesos de extraccion y sintesis, que implican
el uso de disolventes organicos, ademas de un elevado consumo de tiempo y energia. En
esta invencion se disminuye la huella de carbono junto con una reduccion significativa de

los costes totales del proceso.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Para complementar la descripcion que seguidamente se va a realizar y con objeto de
ayudar a una mejor comprensién de las caracteristicas del invento, de acuerdo con
ejemplos preferentes de realizacion practica del mismo, se acompafia como parte
integrante de dicha descripcién, un juego de figuras en donde con caracter ilustrativo y no

limitativo, se ha representado lo siguiente:

La figura 1.- Muestra un diagrama de flujo del método de obtencion de los diferentes
compuestos mencionados anteriormente objeto de la de la invencién, donde se han
representado los procesos secuenciales por microondas y los productos obtenidos en las

distintas etapas.

La figura 2.- Imagenes de TEM mostrando el tamafio de los SeQDs.

La figura 3.- Imagenes de SeQDs mostrando fotoluminiscencia o fluorescencia tras ser
irradiadas con una lampara a 365 nm bajo condiciones de sintesis incluidas en las
realizaciones preferentes.

REALIZACION PREFERENTE

Las realizaciones preferentes que se detallan en el presente apartado constituyen ejemplos

no limitativos de la invencidn.
Asi, se detalla en primer lugar el procedimiento experimental en el que se pueden obtener

hasta cinco tipos de productos (conforme queda detallado en la Figura 1), el cual esta

formado por las siguientes etapas:
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Obtencidon de extracto multifuncional (P1), pectina (P2), compuestos antioxidantes

(P3), fraccion lignoceluldsica (SLC):

1.1.

1.2.

1.3.

El residuo previamente molturado con un tamafo de particula preferente de
1000 micras es introducido en una disolucién acuosa y sometido a un proceso de
extraccion con microondas bajo un amplio intervalo de condiciones: pH inferior o
igual a 5,5 mediante la adicidon de un acido organico o inorganico (HCI, H2SOs,
acido citrico, acido acético, acido madlico,...), una densidad energética
preferentemente entre 0,3 y 0,7 kW-s/mL y una relacion 10-70 g cascarilla /L
disolvente acido, durante al menos 20 minutos trabajando en un tanque estatico

bajo agitacion y presion atmosférica, preferentemente entre 35-100 minutos.

Tras una separacion soélido-liquido, se obtiene una fraccion soélida
lignocelulésica (SLC) y un sobrenadante multifuncional (P1) con un rendimiento de
extraccion con microondas de entre un 30 — 40% respecto a la materia prima inicial.
El producto multifuncional (P1) esta compuesto, principalmente, por pectinas con
una concentracién minima de 235 mg de Ac.Galacturénico/g extracto seco
(determinado utilizando el método de acido urdnico) y compuestos antioxidantes
con una capacidad antioxidante minima de 18 mg eq. Ac.Galico/g extracto y 47 mg
eq. Ac.Galico/g extracto, determinada mediante los métodos espectrofotométricos
FRAP y ABTS, respectivamente.

El producto SLC es una fraccion lignocelulésica que presenta una estructura
altamente porosa con una estabilidad térmica superior a 250 °C. Este tipo de
materiales puede ser utilizado para adsorber metales pesados (cadmio, plomo o
arsénico) en la purificacion de aguas residuales, ademas de otras posibles
aplicaciones en sectores tales como cosmético, alimentacion o desarrollo de nuevos

materiales avanzados.

De manera opcional, a partir del sobrenadante obtenido en la etapa anterior
(P1) pueden obtenerse productos mediante precipitacion con alcohol a
temperaturas controladas, preferentemente menores de 25 °C, hasta la completa
precipitacion de la fraccion insoluble (P2), principalmente pectinas, siendo

recuperadas mediante un método de separacién sélido-liquido a temperatura
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ambiente, tal como centrifugacion o filtracion, cuyo rendimiento de extraccion esta

por encima del 45% respecto a P1.

La fraccion P3, rica en compuestos antioxidantes y pigmentos, se concentra para
recuperar el alcohol que sera reutilizado en futuras precipitaciones mediante
evaporacion. P2 y P3 se pueden secar empleando atomizacion mediante secado
por nebulizacién, liofilizacion o estufa, en funcién del porcentaje de humedad

requerido y su almacenamiento posterior.

Obtencién de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio:

El sobrenadante multifuncional (P1) obtenido en la extraccién anterior es
utilizado como agente reductor y estabilizante, sin necesidad de pretratamiento,
para la sintesis “in situ” de SeCQDs, a partir de un precursor de selenio, como, por
ejemplo: 6xido de selenio, acido trioxoselénico o selenito de sodio.

Esta disolucion es irradiada con microondas bajo una densidad energética entre
0,072 - 0,720 kW-s/mL, entre 5 y 50 minutos. La concentracién del precursor de
selenio en la disolucion esta comprendida entre 1y 4 g/L, preferentemente entre 2,5
y 3,5 g/L. La disolucién intermedia obtenida tras la sintesis por microondas (MW) en
esta etapa tiene una capacidad antioxidante entre 10-30 mg Trolox/g extracto y el

rendimiento de la reaccién de sintesis es superior al 90%.

La disolucion intermedia anterior se somete a un tratamiento hidrotermal a
una temperatura no superior a 60 °C, y una presion entre 50-120 mbar, el tiempo
necesario hasta reducir el volumen de disolvente (agua) hasta dos tercios respecto
al volumen inicial. Los SeCQDs obtenidos tienen un tamafio entre 10 y 50 nm (tal
como se observa en la Figura 2) y una estructura amorfa, presentando una banda
de GAP de 3,1 eV, una estabilidad entre -3 y -52 mV (determinada mediante
dispersion dinamica de luz, DLS) y una capacidad antioxidante minima, medida por
ABTS y FRAP, de 226 + 0,2 y 40,2 + 0,2 mg eq. Trolox/g SeCQDs,

respectivamente.

Seguidamente se detallan dos ejemplos de realizaciones preferentes para la obtencién de

puntos cuanticos de carbono dopados con selenio (SeCQDs) conforme al procedimiento
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propuesto en la presente invencion.

Ejemplo A

Se depositan 300 g de cascarilla de cacao, previamente molida hasta un tamano entre 0.5-
1 mm, se adiciona la cantidad suficiente de agua para lograr una relacion 40 g/L y se ajusta

el pH a un valor de 2 con acido clorhidrico.

La mezcla se somete a un tratamiento por microondas en abierto bajo las siguientes
condiciones: 0,5 kW-s/mL durante 40 minutos. A continuacion, se separa la fraccion sélida
lignoceluldsica (SLC) mediante centrifugacion el tiempo necesario para separar ambas

fases.

Al sobrenadante obtenido (P1) rico en pectinas y antioxidantes se le adiciona alcohol en un
volumen de etanol equivalente al 80% de la disolucidn que se va a precipitar con el objetivo
de obtener P2 y P3, que se separan mediante centrifugacion a temperatura ambiente a

10000 rpm el tiempo necesario para separar ambas fases.

P2 es un extracto soélido rico en pectinas y P3 es un extracto liquido rico en polifenoles. P3
es evaporado y concentrado en rotavapor, recuperando el etanol, a 60 °C y al menos 100

mbar de presion.

La fraccién sélida lignocelulésica (SLC) recuperada se seca en estufa y se almacena a

vacio para ser utilizada como adsorbente de metales.

Siguiendo la circularidad del proceso, el extracto P1 es utilizado sin necesidad de
pretratamiento en la sintesis “in-situ” de SeCQDs. Se adicionan 3 g de selenito de sodio por
litro de disolucién y se utiliza una densidad energética de 0,07 kW-s/mL durante 20 minutos
en un sistema de microondas trabajando a presién atmosférica. La fraccion liquida es
sometida a un proceso hidrotermal a 60 °C y 50 mbar de presion, eliminado parte del
disolvente hasta a un tercio del volumen inicial durante 4 horas y ultracentrifugada para

obtener un aislado de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio (SeCQDs).
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Ejemplo B

Se depositan 600 g de cascarilla de cacao, previamente molida hasta un tamano entre 0.5-
1 mm, se adiciona la cantidad suficiente de agua para lograr una relacion 25 g/L y se ajusta

el pH a un valor de 2 con acido citrico.

La mezcla se somete a un tratamiento por microondas en abierto bajo las siguientes
condiciones: 0,3 kW-s/mL durante 50 minutos. A continuacién, se separa la fraccion sélida
lignoceluldsica (SLC) mediante centrifugacion el tiempo necesario para separar ambas

fases.

Al sobrenadante obtenido (P1) rico en pectinas y antioxidantes se le adiciona alcohol en un
volumen de etanol equivalente al 80% de la disolucién que se va a precipitar con el objetivo
de obtener P2 y P3, que se separan mediante centrifugacion a temperatura ambiente

durante el tiempo necesario para separar ambas fases.

P2 es un extracto solido rico en pectinas y P3 es un extracto liquido rico en polifenoles. P3
es evaporado y concentrado en rotavapor, recuperando el etanol, a 60 °C y al menos 100

mbar de presion.

La fraccién sélida lignocelulésica (SLC) se seca hasta un porcentaje de agua inferior al

10% y se almacena a vacio hasta su utilizacion.

Siguiendo la circularidad del proceso, el extracto P1 es utilizado sin necesidad de
pretratamiento en la sintesis “in-situ” de SeCQDs. Se adicionan 40 g de selenito de sodio a
10 L de P1 y se utiliza una densidad energética de 0,095 kW-s/mL durante 10 minutos en

un sistema de microondas trabajando a presién atmosférica.

La fraccion liquida es sometida a un proceso hidrotermal a 50 °C y 80 mbar de presion,
eliminado parte del disolvente hasta a un tercio del volumen inicial durante 4 horas y

ultracentrifugada para obtener un aislado de SeCQDs.
Finalmente cabe sefialar que para los SeQDs obtenidos en el ejemplo A y el ejemplo B

detallado anteriormente, se ha procedido a su irradiacién con una lampara a 365 nm,

mostrando dichos SeQDs su caracter luminiscente, tal como se observa en la Figura 3. Asi,
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cabe sefalar que con el fin de mostrar la fotoluminiscencia o fluorescencia de los SeQDs

obtenidos en el ejemplo Ay el ejemplo B se incluye la figura 3 en color.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencion de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio y
una fraccién solida lignoceluldésica a partir de cascarilla de cacao que comprende las

siguientes etapas:

- Molturacion de la cascarilla de cacao.

- Adicion de un disolvente acido a la cascarilla de cacao molturada hasta pH igual o
menor a 5,5 y obtencidon de una disolucién con una relacién 10-70 g cascarilla/L
disolvente acido.

- Extraccion asistida por microondas de la disolucion obtenida en la etapa anterior,
que se realiza a una densidad energética de entre 0,3 y 0,7 kW-s/mL generando
una fraccion sélida lignoceluldsica (SLC) y un sobrenadante multifuncional (P1).

- Separacion sélido-liquido obteniendo una fraccion sélida lignocelulésica (SLC) y un
sobrenadante multifuncional (P1), donde el sobrenadante multifuncional (P1) esta
compuesto por, al menos, una concentracion minima de 235 mg de Acido
Galacturénico/g extracto seco y por compuestos antioxidantes con una capacidad
antioxidante minima de 18 mg eq. Acido Galico/g extracto y 47 mg eq. Acido
Galico/g extracto, medida por FRAP y ABTS, respectivamente.

- Sintesis de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio (SeCQDs) por
irradiacion con microondas a una densidad energética entre 0,072 - 0,720 kW-s/mL
de una disolucién formada por el sobrenadante multifuncional (P1) y un precursor
de selenio con una concentracién de entre 1 y 4 g/L, obteniendo una disolucion
intermedia.

- Tratamiento hidrotermal de la disolucion intermedia a una temperatura menor de 60
°C, y una presion de entre 50 y 120 mbar, obteniendo SeCQDs con un tamano
entre 10 y 50 nm presentando una banda de GAP de 3,1 eV, una estabilidad entre -
3y -52 mV, una capacidad antioxidante minima, medida por ABTS y FRAP, de 22,6

y 40,2 mg eq. Trolox/g SeCQDs, respectivamente, y caracter luminiscente.

donde la fraccion sélida lignoceluldsica (SLC) es estable frente a temperaturas mayores de
200 °C y donde la disolucion intermedia obtenida tras la sintesis de SeCQDs tiene una
capacidad antioxidante entre 10-30 mg Trolox/g extracto, siendo el rendimiento de la

reaccion de sintesis superior al 90%.
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2. Procedimiento para la obtencion de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio y
una fraccién sélida lignocelulésica a partir de cascarilla de cacao, segun reivindicacién 12,
caracterizado por que en la etapa de molturacion se muele la cascarilla de cacao hasta un

tamano entre 0,5y 2 mm.

3. Procedimiento para la obtencion de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio y
una fraccién sélida lignocelulésica a partir de cascarilla de cacao, segun reivindicaciéon 12,
caracterizado por que el disolvente acido es un acido organico o inorganico, tales como

HCI, H.SO., acido citrico, acido acético y/o acido malico.

4. Procedimiento para la obtencion de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio y
una fraccién sélida lignocelulésica a partir de cascarilla de cacao, segun reivindicacién 12,
caracterizado por que la extraccion asistida por microondas se realiza durante al menos 20

minutos trabajando bajo agitacion y presién atmosférica.

5. Procedimiento para la obtencion de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio y
una fraccién sélida lignocelulésica a partir de cascarilla de cacao, segun reivindicaciéon 12,
caracterizado por que la extraccidbn microondas tiene lugar durante un intervalo de tiempo

de entre 35-100 minutos.

6. Procedimiento para la obtencion de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio y
una fraccién sélida lignocelulésica a partir de cascarilla de cacao, segun reivindicaciéon 12,
caracterizado por que el rendimiento de extraccion con microondas es de entre un 30 y

40% respecto a la materia prima inicial.

7. Procedimiento para la obtencion de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio y
una fraccién sélida lignocelulésica a partir de cascarilla de cacao, segun reivindicaciéon 12,
caracterizado por que una porcion del sobrenadante multifuncional (P1) obtenido de la
separacion solido-liquido se pone en contacto con alcohol a una temperatura menor de 25
°C, generando la precipitacién de una fraccion insoluble (P2) — rica en pectinas -, y una
fraccion (P3); donde la fraccion insoluble (P2) precipitada es estable frente a temperaturas
mayores de 200 °C y es recuperada mediante una segunda separacion solido-liquido a

temperatura ambiente, cuyo rendimiento de extraccion es mayor del 45% respecto del
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sobrenadante multifuncional (P1).

8. Procedimiento para la obtencion de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio y
una fraccién sélida lignocelulésica a partir de cascarilla de cacao, segun reivindicacién 72,
caracterizado por que la segunda separacion solido-liquido se realiza mediante

centrifugacion o filtracion.

9. Procedimiento para la obtencion de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio y
una fraccién sélida lignocelulésica a partir de cascarilla de cacao, segun reivindicacién 72,
caracterizado por que la fraccién (P3) - rica en compuestos antioxidantes y pigmentos — es

concentrada mediante evaporacion para recuperar el alcohol.

10. Procedimiento para la obtencién de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio
y una fraccion sélida lignocelulésica a partir de cascarilla de cacao, segun reivindicacion 72,
caracterizado por que la fraccién insoluble (P2) es sometida a un proceso de secado, por

atomizacion, nebulizacion, liofilizacion o estufa.

11. Procedimiento para la obtencién de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio
y una fraccion sélida lignoceluldsica a partir de cascarilla de cacao, segun reivindicacion 92,
caracterizado por que la fraccion (P3) es sometida a un proceso de secado, por

atomizacion, nebulizacion, liofilizacion o estufa.

12. Procedimiento para la obtencién de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio
y una fraccion sélida lignoceluldsica a partir de cascarilla de cacao, segun reivindicacion 12,
caracterizado por que el precursor de selenio es un compuesto tal como éxido de selenio,

acido trioxoselénico y/o selenito de sodio.

13. Procedimiento para la obtencion de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio
y una fraccion solida lignocelulésica a partir de cascarilla de cacao, segun reivindicacion 12,
caracterizado por que la sintesis de puntos cuanticos de carbono dopados con selenio
(SeCQDs) por irradiacién con microondas se realiza durante un periodo de entre 5 y 50

minutos.

14. Puntos cuanticos de carbono dopados con selenio obtenidos conforme a cualquiera de
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las reivindicaciones anteriores, caracterizados por que presentan un tamafio entre 10 y 50
nm, una banda de GAP de 3,1 eV, una estabilidad entre -3 y -52 mV, una capacidad
antioxidante minima, medida por ABTS y FRAP, de 22,6 y 40,2 mg eq. Trolox/g SeCQDs,

respectivamente, y caracter luminiscente.

15. Puntos cuanticos de carbono dopados con selenio, segun reivindicacion 142,
caracterizados por que presentan caracter luminiscente tras ser irradiados con una longitud
de onda de 365 nm.

16. Fraccion solida lignocelulésica obtenida en la separaciéon sélido-liquido del
procedimiento, segun reivindicacién 1?2, para su uso como adsorbente de metales pesados
al ponerla en contacto con compuestos que contienen metales pesados, como, por

ejemplo, las aguas residuales.
17. Fraccion solida lignocelulésica obtenida en la separaciéon sélido-liquido del

procedimiento, segun reivindicaciéon 1% para su uso como fuente de fibra soluble e

insoluble con una concentracion superior al 40%.
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