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SUMARIO

Las especies de eucaliptos conforman la principal fuente de madera para la produccion
de pulpa y papel a nivel mundial. Sin embargo, su uso lleva consigo la produccion de
altas cantidades de corteza como residuo, la cual es normalmente quemada para la
produccién de energia, proceso de baja eficiencia. Especies de eucaliptos han
demostrado poseer polifenoles con actividad antioxidante comprobada, sin embargo, la
obtencion de estos compuestos activos implica un estudio de aspectos béasicos del
proceso extractivo, lo que incluye un estudio fenomenol6gico, en donde coexisten tanto

una parte cinética como una termodinamica.

En este trabajo se llevd a cabo el estudio del proceso de adsorcion de fenoles sobre
corteza de Eucalyptus nitens y Eucalyptus globulus para, en especifico, obtener
informacién sobre las interacciones soluto/solido del sistema compuestos
fendlicos/corteza (expresadas como isotermas de adsorcion), las cuales, corresponden a
un equilibrio de adsorcion/desorcion en la superficie de la matriz sélida vegetal.

Se produjo corteza molida de ambas especies de eucaliptos, cuyo proceso extractivo fue
optimizado mediante un disefio experimental Box-Benhken, el cual permitio estudiar el
efecto de las variables: razon soélido/liquido, temperatura y concentracion de
metanol/agua como solvente, en las respuestas rendimiento de extraccion, cantidad de
fenoles y capacidad antioxidante. Se realizd una caracterizacién morfoldgica del polvillo
de corteza utilizado pre y post-extraccion de fenoles, mediante visualizacion por
microscopia electronica de barrido (SEM), y una caracterizacion fisica mediante
adsorcion BET de N2 a 77 K. Finalmente, las interacciones soluto/solido de los sistemas
fenoles/corteza de E. nitens y E. globulus fueron dilucidadas, mediante la
multiextraccion previa de los compuestos fendlicos a partir de las cortezas de eucaliptos,
y el posterior contacto del solido obtenido “totalmente” extraido con soluciones a
diferentes concentraciones de compuestos fendlicos, a 3 temperaturas distintas. Las

isotermas obtenidas fueron modeladas mediante regresion lineal y no lineal,



permitiendo, posteriormente, modelar las extracciones multietapa de compuestos
fendlicos desde particulas de corteza de ambas especies de eucaliptos. Adicionalmente,

los parametros termodinamicos asociados al proceso adsortivo fueron calculados.

Los resultados mostraron que valores de razon solido/liquido de 1/60 g/mL,
%metanol/agua de 46.8% (v/v) y una temperatura de 51.7°C maximizaron las respuestas
para la especie E. globulus. Para la especie E. nitens, las condiciones 0ptimas resultaron
ser 1/60 g/mL, 53.0% (v/v) y 51.4°C. Por otro lado, las respuestas fenoles totales y
capacidad antioxidante se correlacionaron linealmente. La caracterizacion de la corteza
molida mostrd una superficie porosa y cambios superficiales evidentes al someterla al
proceso extractivo. Las areas BET de ambas especies resultaron similares y cercanas a
55 m?/g. Las isotermas obtenidas para ambas especies presentaron una tendencia semi-
lineal (representada por el modelo de Freundlich) y exotérmica. La validacion del
modelo de isoterma presentd resultados concordantes con los datos experimentales
obtenidos, mediante una multiextraccion de 5 etapas para ambas especies de eucaliptos.
El célculo de los parametros termodinamicos AH®, AG° y AS? indicd la existencia de un
proceso exotérmico y espontaneo con un movimiento restringido de las moléculas de
adsorbato durante la adsorcién. Adicionalmente, los bajos valores de AG® y de la energia
libre de adsorcion, E, indicaron una adsorcion de tipo fisica para ambos tipos de

eucaliptos.

En conclusion, ambas especies de eucaliptos presentaron una relacién basada en el
modelo de Freundlich de las concentraciones de fenoles en el equilibrio, indicando un
tipo de modelacion simple, el cual puede ser utilizado para estudios globales del proceso
extractivo a gran escala para la modelacién de multiextracciones de fenoles. Por otro
lado, la corteza puede seguir siendo utilizada en su uso habitual para la generacion de
energia, posterior al proceso de extraccion, y ademas, los altos valores de area
superficial indican que puede ser utilizada también, como un posible biosorbente para la

adsorcion de, por ejemplo, contaminantes desde efluentes industriales.
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1. INTRODUCCION

Las especies de eucaliptos conforman la principal fuente de madera para la produccion
de pulpa y papel a nivel mundial, debido a su rapido crecimiento y su comportamiento
favorable en el proceso de pulpaje y blanqueado. Se estima que el area cubierta
actualmente por plantaciones de especies de eucaliptos corresponde a 19 millones de

hectareas a nivel mundial (S. Santos y col., 2012).

Actualmente, las industrias de pulpa y papel producen altas cantidades de biomasa
residual, de la cual, la corteza representa la mayor cantidad (S. Santos, Freire,
Domingues, Silvestre, y Pascoal Neto, 2011). Este residuo es normalmente quemado
para la produccion de energia, la cual es utilizada en la misma planta. Sin embargo, este
proceso es de baja eficiencia, debido al alto contenido de resinas que la corteza posee,
siendo dafiino para los equipos utilizados en su combustion (Gonzalez, 2015). Las
razones anteriores justifican la busqueda de nuevos usos de la corteza, como es la

generacion de subproductos valorizados, de una forma mas eficiente.

En la actualidad, el interés del reemplazo de compuestos activos de origen sintético, por
aquellos obtenidos a partir de productos naturales, estd ganando mas y mas importancia
en la industria farmacéutica, alimenticia y de cosmética, debido a la creciente demanda
de la sociedad moderna (Dreisewerd, Merz, y Schembecker, 2015). Un ejemplo de ello,
lo conforma la bdsqueda de fuentes de antioxidantes de origen natural, especialmente en
materiales derivados de plantas. Compuestos fenolicos obtenidos a partir de plantas,
como flavonoides, han probado poseer propiedades terapéuticas, siendo conocidas por
sus actividades anticancerigenas, antimutagénicas, y cardioprotectoras (Vazquez, Santos,
Freire, Antorrena, y Gonzalez-Alvarez, 2012). Especificamente, especies de eucaliptos
han demostrado poseer polifenoles y terpenos con actividad antioxidante comprobada
(Domingues y col., 2011; Gonzalez, 2015; Mota y col., 2012; S. Santos y col., 2011;

Vazquez y col., 2008). Sin embargo, un paso fundamental en los procesos productivos



para la obtencion de sustancias activas, es la extraccion desde el material de origen,
llamado -en el campo de origen vegetal- fitoextraccion. Esta consiste en someter a
contacto al material que contiene la sustancia de interés (o soluto) con un solvente
especifico, ocurriendo una transferencia del compuesto activo desde una fase a otra,
descrito por un proceso de desorcién. Por ende, a pesar de que la corteza puede ser
utilizada como materia prima para la obtencidn de extractos de alto valor, desde el punto
de vista industrial, la sustentabilidad econdmica de la extraccién reclama por el estudio
del proceso, de manera de alcanzar su eficiencia. En este contexto, es necesario el
estudio de las isotermas, curvas a temperatura constante, que describen la retencion (o
liberacién) de sustancias desde un sélido a varias concentraciones. Esta es una
herramienta de gran importancia para la prediccion y descripcion de la movilidad de la
sustancia en el ambiente, cuando ésta alcanza su estado de equilibrio (Limousin y col.,
2007). Bésicamente, las isotermas relacionan la cantidad de soluto adsorbido en la fase
solida contra la cantidad restante de este, presente en la fase fluida, en el contexto en que
un equilibrio de desorcion existe entre la superficie del material solido de origen natural
y el solvente contactando directamente a esta superficie (Dreisewerd y col., 2015). Este
equilibrio determina una interaccion soluto/sélido, cuya informacion cualitativa acerca
de su naturaleza, es expuesta mediante las isotermas de adsorcion, asi como las
relaciones especificas entre la concentracion de adsorbato y su grado de acumulacion
sobre la superficie adsorbente (Muhammad, Choong, Chuah, Yunus, y Yap, 2010). El
estudio de estas interacciones soluto/solido es importante en el disefio de una extraccion
(por ejemplo, en la seleccion de un solvente), debido a que éstas influencian
directamente al estado de equilibrio de un sistema (Limousin y col., 2007). Mas aln,
existen modelos matematicos para el disefio de la extraccién en donde las interacciones
soluto/solido son incluidas como parametros. Por tanto, una determinacion adecuada de
la isoterma es inevitable para garantizar resultados adecuados en el disefio del proceso

de extraccion.

Con el objeto de generar un producto valorado en el mercado a partir de corteza de

eucalipto, y de aportar informacion con respecto al proceso fundamental de retencion de



los compuestos polifendlicos en la matriz solida, se propuso estudiar el fenémeno de
desorcidn/adsorcion de este sistema. Para esto, se utilizaron dos especies de eucalipto,
protagonistas en el conjunto de materias primas para las industrias forestales del pais:
Eucalyptus globulus y Eucalyptus nitens. Se construyeron las distintas isotermas de
adsorcion de fenoles contenidos en la corteza de cada especie, las cuales resultan ser
herramientas primordiales para la descripcion de las interacciones soluto/solido,
conformando estudios criticos para la expresion de las propiedades de superficie y
capacidades de los adsorbentes, y el disefio efectivo de los sistemas adsortivos,
elementos a estudiar en este trabajo junto con el estudio de la posibilidad de modelar con
las isotermas anteriores el comportamiento del proceso multiextractivo (desorcion). De
esta forma, se pretende ampliar el conocimiento fenomenoldgico con respecto a estas
especies en Chile, entregando informacion atil para la utilizacion integral de la corteza,
facilitando el futuro disefio de fitoextracciones a partir de este subproducto del rubro

forestal.



2. HIPOTESIS

Es posible obtener informacion cualitativa acerca de las interacciones
soluto/solido del sistema compuestos fendlicos/corteza de E. nitens y E.
globulus, a partir de la construccion de sus isotermas de adsorcion en el
equilibrio. Lo anterior, con el objeto de aportar informacién con respecto al
proceso fundamental de retencién de los compuestos polifendlicos en la matriz
solida, facilitando el futuro disefio de sus fitoextracciones, buscando asi generar

un producto valorado en el mercado a partir de estos tipos de corteza.

Es posible predecir las cantidades extraidas de compuestos fenolicos desde
corteza de E. nitens y E. globulus, en un proceso multiextractivo mediante el uso

de las isotermas de adsorcion.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Principal

Evaluar las interacciones superficiales soluto/solido de los componentes fendlicos con la

corteza de Eucalyptus nitens y Eucalyptus globulus mediante el uso de isotermas de

adsorcion, estimando su posterior uso para la modelacion del proceso multiextractivo.

3.2. Objetivos Especificos

Caracterizar fisicamente las cortezas molidas de ambas especies de eucaliptos,
mediante el calculo del tamafio de poros, area BET y una visualizacion
morfologica.

Definir el efecto de las variables: razon solido/liquido, temperatura vy
concentracion de metanol en las respuestas rendimiento de extraccion, fenoles
totales y capacidad antioxidante, mediante un disefio experimental Box Benhken,
optimizando luego las respuestas en busca de obtener el maximo rendimiento de

extraccion, cantidad de fenoles totales y capacidad antioxidante.

Determinar las interacciones soluto/solido del sistema compuestos
fenolicos/corteza de Eucalyptus nitens y Eucalyptus globulus, y modelar las
extracciones multietapa mediante el uso de isotermas de adsorcion de

compuestos fenolicos en la corteza “totalmente” extraida.

Revelar informacion acerca del mecanismo de adsorcion mediante el calculo de

los parametros termodindmicos asociados al proceso adsortivo.



4. ANTECEDENTES GENERALES

4.1. Eucaliptos

Las especies de eucaliptos corresponden a la méas importante fuente de fibra para la
produccién de pulpa y papel en el suroeste de Europa (Portugal y Espafia), en el sur de
Africa, Japon y en Sudamérica (Brasil y Chile). El alto interés en el uso de esta especie
en esta area industrial, se relaciona con su réapido crecimiento y su comportamiento
durante la fabricacién de pulpa y blanqueado y las excelentes propiedades de las pulpas
obtenidas (Domingues y col., 2011). Segun CONAF (2017), al afio 2016 en Chile
existian 3.08 millones de ha de plantaciones forestales, y son dos las especies que
concentraron el 94.4% de la superficie: Pinus radiata y especies de Eucalyptus
(camaldulensis, delegatensis, globulus y nitens), siendo las especies Eucalyptus globulus
y Eucalyptus nitens las mas abundantes dentro de las especies de eucaliptos (24.1% y
10.8% de las plantaciones totales, respectivamente) (Ver Figura 1). La region del
Biobio concentra el 40.7% de la superficie nacional plantada y al mismo tiempo, es la
region que lidera en cada una de las dos especies sefialadas. Ademas, INFOR (2017)
indicé que en el afio 2016 fueron consumidos 13,018.9 miles de m® de eucalipto ssc en
el pais, lo que representa la alta demanda de esta especie a nivel nacional. La

popularidad de esta especie se liga, principalmente, a su fibra corta de gran calidad.

El Eucalyptus globulus (Ver Figura 2A) es una especie nativa de Australia, que alcanza
alturas de hasta 40 m. En la actualidad, se encuentra en Chile desde la IV hasta la X
region, siendo la especie exotica mas plantada a lo largo del pais. Su corteza es lisa 'y se
desprende en largas tiras longitudinales (Witte y Hall, 2004). Esta especie crece
favorablemente en climas calidos (Battaglia, Beadle, y Loughhead, 1996). Sus
limitaciones térmicas estivales le obligan a una distribucion mas bien costera, en la que
ademas, disfruta de mejor humedad relativa en el aire. En Chile se encuentra

principalmente en la zona centro-sur de la Region del Bio Bio (Forest, 2012).



Plantaciones forestales a Dic. 2016 (total 3,084,354 ha)

Otras especies;
3.9%
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61.2%

Figura 1. Datos estadisticos del total de plantaciones forestales en Chile
(Fuente: INFOR (2017))

El Eucalyptus nitens (Ver Figura 2B) es una especie de color café amarillento claro, que
a pesar de ser introducida recientemente (1967) hoy ocupa el segundo lugar en
importancia de especies de eucaliptos, después del Eucalyptus globulus (Forest, 2012).
Posee un rapido crecimiento y presenta gran resistencia al frio. Segun indicaron
Battaglia y col. (1996), esta especie es la preferida para plantaciones en ambientes
helados. Las plantaciones de eucaliptos proveen gran parte de los ingresos de la industria
para el pais. Las dos principales empresas forestales de Chile son Arauco y Empresas
CMPC, las cuales estan posicionadas entre las mas grandes del mundo, y utilizan, entre
otras, a las especies E. globulus y E. nitens como dos de las principales materias primas
para sus procesos productivos. La madera obtenida a partir de las plantaciones de las
empresas forestales es transformada, principalmente, en madera pulpable (astillas y
trozos de arboles), trozos de madera para su uso comercial, tableros y paneles, y celulosa
de madera, pero como producto secundario, generan altas cantidades de biomasa

forestal, especificamente, corteza de &rbol (Forestal, 2010).



Figura 2. Fotografias de especies de eucaliptos (A) Especie E. globulus (B) Especie E. nitens
(Fuente: Forestal (2010))

4.2. Corteza: contexto actual y usos alternativos

Las industrias forestales generan grandes cantidades de biomasa residual, en donde
destaca la presencia de corteza, cuyo contenido es alto en relacion al contenido total del
arbol: Domingues, Sousa, Freire, Silvestre, y Neto (2010) indicaron que el contenido
promedio de corteza en la especie E. globulus es de un 11% del peso seco de su tallo y
que, por tanto, una planta de celulosa con una capacidad de produccion de 5.0 x 10°
ton/afio de pulpa blanqueada puede generar cerca de 1.0 x 10° ton/afio de corteza,

demostrando el enorme potencial de este recurso renovable sin explotar.

El uso que actualmente las empresas forestales confieren a la corteza es su quemado
para la generacion de energia. Sin embargo, el renovado interés en la actualidad por la
explotacion integrada de biomasa como fuente de materiales, quimicos, combustibles y
energia, dentro del concepto de biorefineria, ha Ilamado también la atencion de las
industrias de celulosa y forestales, enfocandose en su ya antes mencionada alta

produccion de residuos, como la corteza. El concepto de biorefineria consiste,



basicamente, en generar productos valiosos, minimizando las corrientes residuales, sin
afectar la produccion més importante de la industria en cuestion (Domingues y col.,
2011).

Se ha reportado que la corteza de especies de eucaliptos posee compuestos de alto valor
agregado en su composicion quimica, los cuales pueden ser explotados. Tal es el caso de
las considerables cantidades identificadas de material polifendlico (Mota y col., 2012; S.
Santos y col.,, 2012; Vazquez y col., 2012) y de compuestos lipofilicos, como
triterpenoides, esteroles y acidos grasos (Domingues y col., 2010; Domingues y col.,
2011; Freire, Silvestre, Neto, y Cavaleiro, 2002). Lo anterior es de gran importancia
desde el punto de vista industrial, debido a que los extractos de corteza encuentran
crecientes aplicaciones como sustancias activas para cosméticos, aditivos alimenticios y

en productos farmacéuticos.

4.2.1. Composicion de la corteza

La corteza posee la mayoria de los componentes de la madera, aungque en distintas
proporciones. Tipicamente, la corteza de un arbol estd constituida por lignina,
carbohidratos (celulosa y pentosanos) y extraibles (Ver Tabla 1). En general, la corteza
de un arbol posee mayor contenido de constituyentes extractivos y minerales que la
madera (Sjostrom, 1993).

La composicion de la corteza varia dependiendo de varios factores, entre ellos: la
especie, la edad y el sitio de plantacion del arbol (Geldres, Gerding, y Schlatter, 2006;
Martinez, 2014; Pereira, 1988; Rodriguez y Torres, 1994). A su vez, cada arbol posee un
fenotipo unico que lo hace diferenciarse de otros de su misma especie, por lo que arboles
de una misma especie nunca poseeran composicion idéntica. Para analisis rigurosos del
estudio de una cierta especie de arbol, varios autores utilizan cortezas de arboles
provenientes de una plantacion de clones y de caracteristicas geograficas y de
crecimiento similares para minimizar la variabilidad intraespecifica (Domingues y col.,
2010; S. Santos y col., 2011). A su vez, la composicion de la corteza de un arbol varia

dependiendo de la procedencia de ésta, ya sea, ramas, tronco o pelaje (Domingues y col.,
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2010; Pereira, 1988). Asi, estudios recientes, han demostrado que la composicion de la
corteza del tronco del arbol en cuanto a compuestos extractivos, varia significativamente
con la altura del arbol (Gonzalez, 2015). Una forma de enfrentar la variabilidad en la
composicion de la corteza con la altura del arbol, es obtener corteza a una altura
especifica y trabajar con ella. Otra opcion es obtener cortezas a distintas alturas y
mezclarlas en proporciones iguales, que sera el enfoque adoptado en este trabajo.

Tabla 1. Composicion de la corteza de E. globulus.

Componente % m/m (peso seco)
Pereira (1988) (Motay col., 2012)
Lignina 18.6 — 23.0 19.3
Carbohidratos - 628-745 62.5
Extraibles | 630-850 5.71

|
(Fuente: Pereira (1988); Mota y col. (2012))

4.3. Composicion quimica de los extractos de corteza de eucaliptos

Algunos autores han desarrollado estudios sobre la composicién quimica de los extractos
obtenidos a partir de las cortezas de eucaliptos, principalmente de E. globulus
(Domingues y col., 2011; Freire y col., 2002; S. Santos y col., 2011; S. Santos y col.,
2012; Vazquez, Gonzéalez-Alvarez, Santos, Freire, y Antorrena, 2009). Sin embargo,
existe escasa informacion con respecto a extractos obtenidos a partir de corteza de E.
nitens. Lo anterior, debido principalmente a que esta especie es utilizada
mayoritariamente en dos paises a nivel mundial: Chile y Australia, por lo que su uso y
extension de plantaciones forestales es menor a la alcanzada por la especie E. globulus
en el mundo (Mufioz, 2005).

Basicamente, los extractos obtenidos a partir de las cortezas de eucaliptos estan

constituidos de dos tipos de compuestos: hidrofilicos y lipofilicos.
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4.3.1. Compuestos hidrofilicos de corteza de eucaliptos

Los compuestos hidrofilicos de corteza de eucalipto son, principalmente, compuestos
polifendlicos, y cantidades menores de compuestos solubles de carbohidratos, proteinas
y vitaminas (Gonzalez, 2015). S. Santos y col. (2011) realizaron un completo estudio de
los extractos hidrofilicos de la corteza de E. globulus. En la Figura 3 se especifican los
tipos de compuestos fendlicos identificados, constituidos por: acidos fendlicos, ésteres,
flavonoides (flavanoles, flavonoles, flavonas y flavanonas), glucésidos flavonoides,
acido elagico y derivados, y elagitaninos. Los compuestos en mayor cantidad

identificados fueron digaloilglucosa y catequina.

Los analisis de estos compuestos son usualmente llevados a cabo utilizando
cromatografia de liquidos de alta precision (HPLC, en sus siglas en inglés), aunque la
cromatografia gaseosa y la electroforesis capilar también son métodos empleados (S.
Santos y col., 2011).
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4.3.2. Compuestos lipofilicos de corteza de eucalipto

Los compuestos lipofilicos del eucalipto se encuentran en la corteza, y en menor
cantidad en la madera. Se ha reportado que éstos podrian afectar la eficiencia del
procesamiento de la madera para la produccién de pulpa y papel, siendo responsable de
la formacion y deposicion de pitch sobre la pulpa y los equipos (Freire y col., 2002). Lo
anterior, junto con los posibles usos alternativos de la corteza, ha motivado el estudio de
la composicion de sus extractos lipofilicos. Los compuestos encontrados en extractos de
corteza de E. globulus son, principalmente, compuestos triterpénicos (especialmente
triterpenoides), esteroles, &cidos grasos, alcoholes grasos y algunos compuestos
aromaticos (Domingues y col., 2010). En la Figura 4A se presentan estructuras
quimicas de triterpenoides, y en la Figura 4B, las estructuras de mono y sesquiterpenos,
todos ellos encontrados en la corteza de E. globulus por Freire y col. (2002). Domingues
y col. (2010) también realizaron una caracterizacion de los extractos lipofilicos de
corteza de E. globulus, identificando como compuestos principales a los &acidos
triterpénicos betuldnico, betulinico, ursélico, oleandlico, 3-acetilursélico y 3-
acetiloleanolico. Asi mismo, Domingues y col. (2011) encontraron que los &cidos
ursolico, betulinico y oleandlico fueron particularmente abundantes en las cortezas

externas de E. urograndis, E. grandis y E. maidenii.

La identificacion de compuestos lipofilicos es usualmente llevada a cabo mediante
analisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS en sus siglas en
inglés). Algunos estudios llevan a cabo una hidrolisis alcalina de los extractos, previo al
analisis mediante GC-MS para asi reconocer componentes como compuestos aromaticos

(Domingues y col., 2010).
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4.4. Usos potenciales de los extractos

Como se menciond anteriormente, actualmente en la mayoria de las industrias forestales
la corteza es aprovechada para la generacion de energia utilizandola como combustible,

proceso que no resulta del todo eficiente energéticamente.

La explotacion de compuestos de bajo peso molecular y alto valor econémico, que
pueden ser extraidos desde la corteza de eucaliptos, es una estrategia que podria generar
diferentes opciones de negocio (Van der Hoeven, 2015). En la literatura, dos tipos de

extractos han sido estudiados: hidrofilicos y lipofilicos.

4.4.1. Extracto hidrofilico

Se ha demostrado que el extracto hidrofilico de la corteza de las especies de eucaliptos
E. globulus, E. grandis, E. urograndis y E. maidenii poseen un alto contenido fendlico
(S. Santos y col., 2011; S. Santos y col., 2012). Ademas, muchos autores han afirmado
que la cantidad de fenoles en este tipo de extracto es proporcional a su capacidad
antioxidante para corteza de pino y eucalipto (Aspé y Fernandez, 2011; VVazquez y col.,
2008).

El interés en estos compuestos fendlicos es debido a sus diversas propiedades bioactivas:
antiinflamatorias, antimicrobianas, antibacterianas y antioxidantes, entre otras (Hou, Liu,
Yang, Lin, y Sun, 2000; Véazquez y col., 2008). Se ha evaluado el efecto anti-
proliferativo del extracto hidrofilico de E. globulus sobre la viabilidad de células de
cancer de mama exhibiendo un potencial anti-proliferativo significativo, revelando
actividades con ICso de 92 pg/mL (Mota y col., 2012). Asi también, Yi y col. (2016)
probaron el extracto hidrofilico de Pinus Radiata, constituido principalmente de
catequina y taxifolina, sobre células cancerigenas de colon humano, estudio en el cual
comprobaron un decrecimiento de la viabilidad celular, evidenciando asi su efecto
antitumoral. Esto lo reafirma Rogovskii y col. (2010), encontrando una fuerte
correlacion (r?=0.93) entre los efectos anti-proliferativos de la taxifolina sobre el nimero
de células de cancer de mamas. Diouf, Stevanovic, y Cloutier (2009) atribuye el gran
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potencial antioxidante y anti-inflamatorio del extracto de corteza de Piceamariana a la
taxifolina y proantocianidinas oligoméricas del mismo. Ademas, se ha reportado que la
taxifolina y la catequina poseen un alto poder antifingico sobre las especies
Trichoderma viride (soft root, en inglés) y Sporotrichum pulverulentum (white root, en

inglés), respectivamente (Malterud y col., 1985).

La epicatequina también posee un alto poder antioxidante, el cual ha demostrado generar
mejoras en la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina 1l (ECA). A su vez,
compuestos galoilados de algunas proantocianidinas también generan efectos
inhibidores sobre la ECA, aunque a mayores porcentajes de galoilacion el efecto es

inverso (Godoy, Roeckel, y Fernandez, 2012).

4.4.2. Extracto lipofilico

Se ha reportado que los extractos lipofilicos de las cortezas de Eucalyptus globulus y
Eucalyptus nitens poseen un alto porcentaje en masa de acidos triterpénicos (>90 %)
(Domingues y col., 2011). Estos compuestos poseen efectos bioldgicos antimicrobianos,
antihiperglucémicos, anti-inflamatorios y antitumorales, entre otros, que los hacen
potencialmente utilizables en las industrias de alimentacion, cosmética y farmacoldgica
(Braga, Ayres-Saraiva, Gattass, y Capella, 2007; Horiuchi y col., 2007; Marquez-Martin,
De La Puerta, Fernandez-Arche, Ruiz-Gutierrez, y Yagoob, 2006; Sato y col., 2007).

Los é&cidos ursolico y oleandlico poseen efectos beneficiosos sobre el sistema
cardiovascular, la interaccion con el citocromo P450, la proteccion contra la
excitotoxicidad inducida por kainato en neuronas del hipocampo de rata, efectos
inmunomoduladores, en el equilibrio redox intracelular y en la formacién de
osteoclastos (Liu, 2005).

El acido betulinico posee una alta actividad anticancerigena, demostrando ser inhibidor
del crecimiento de glioblastomas, meduloblastomas, melanomas, entre otras lineas
celulares. Ademas se ha comprobado su accion antiviral, antibacterial, antiinflamatoria y

analgesica (Tolstikova, Sorokina, Tolstikov, Tolstikov, y Flekhter, 2006). Al igual que el
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acido betulinico, desde hace méas de dos décadas, se ha demostrado que el &cido
betulonico produce una alta inhibicion de células cancerigenas de varias lineas de
células tumorales (A549, SK-OV-3, HCT15, entre otras) (Ryu y col., 1994).

Los efectos farmacoldgicos de los &cidos triterpénicos son demasiados para ser
mencionados en detalle en este trabajo, pero sin duda, refleja el creciente interés por este

tipo de compuestos naturales.

4.5. Proceso extractivo solido-liquido

La extraccion de compuestos especificos desde materiales sdlidos es un proceso de
interés comercial, principalmente ligado a la obtencion de compuestos activos a partir de
elementos, en su mayoria naturales. La fase soOlida es comdnmente llamada
“alimentacion” y de alli se obtiene la sustancia de interés, la cual finalmente es
transportada a la fase liquida extractora, también llamada solvente (Cussler, 1997). Asi,
la extraccion es un proceso comdn de separacion a condiciones de operacion
determinadas, que puede ser llevado a cabo en distintos equipos y configuraciones,
disefiados para poner en contacto la fase sélida con la fase liquida. Un ejemplo lo
constituyen las extracciones con solventes supercriticos, en donde la fase solida forma
un lecho fijo a través del cual el fluido supercritico extractor fluye y extrae el soluto
hasta el agotamiento total de éste, lo que conforma un tipo de extraccién continua
(Cocero y Garcia, 2001). Por otro lado, también las extracciones de tipo batch son
utilizadas, en donde basicamente, la fase sélida y la liquida son dispuestas en un
recipiente agitado durante un tiempo determinado (Dreisewerd, Merz, y Schembecker,
2016; Kassing, Jenelten, Schenk, Hansch, y Strube, 2012). Asi, cuando se requiere
disefiar un proceso extractivo a escala industrial se deben estudiar diversos aspectos
basicos para la determinacidn tanto de las condiciones éptimas de operacion, como de la
configuraciéon oOptima de los equipos a emplear, de modo de alcanzar una maxima

eficiencia en la sustentabilidad econdmica del proceso.
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Un estudio fenomenolodgico del proceso extractivo se sostiene en dos pilares basicos:
una parte cinética y otra termodinamica. Ambas partes, si bien pueden ser estudiadas por
separado, se complementan y conforman la base mas rudimentaria del disefio de
procesos. En este trabajo se llevara a cabo el estudio de la parte termodinamica, que
implica la comprension del equilibrio soluto/sélido del sistema en estudio, también
Ilamado equilibrio de adsorcién (Ver Figura 5, en rojo).
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Figura 5. Descripcion del proceso de desorcion de un soluto de interés desde una particula de material sélido. En rojo
el equilibrio de adsorcion, proceso a estudiar en este trabajo experimental.
(Fuente: Adaptacion de Hostettmann, Chen, Marston, y Stuppner (2014))

4.6. Adsorcion

La adsorcion consiste en un fendmeno de superficie mediante el cual uno (o varios)
soluto(s) contenido(s) en un fluido multi-componente (gas o liquido) es(son) atraido(s) a
la superficie de un sdlido adsorbente formando uniones via enlaces fisicos 0 quimicos
(Foo y Hameed, 2010). La adsorcion de los componentes de una solucion sobre la

superficie de adsorbentes solidos es un fendmeno de gran interés e importancia préctica.
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Por ejemplo, los adsorbentes como la tierra de diatomeas se emplean en el refinado de
aceites vegetales. Asi también, el analisis por adsorcion cromatogréfica se ha
transformado en uno de los métodos méas importantes para separar productos naturales,

como aminoacidos, péptidos y pigmentos vegetales (Moore, 1950).

La adsorcion implica la participacion de dos sustancias fundamentales. EIl adsorbente,
correspondiente al compuesto sobre el cual tiene lugar la adsorcién, y el adsorbato,

referente a la sustancia que se adsorbe.

Existen dos tipos de adsorcion, fisica y quimica. La primera, se debe a la accién de
fuerzas no especificas entre la superficie sélida y las moléculas de adsorbato, semejantes
a las fuerzas de Van der Waals. Las energias de adsorciones fisicas son del orden de
unos cientos a unos pocos miles de calorias por mol. Generalmente, la adsorcion fisica
es muy reversible, exceptuando el caso en que el adsorbente contiene muchos poros
finos o capilares. La adsorcion quimica, por su parte, es el resultado de fuerzas de unién
mucho mas intensas (uniones intramoleculares), comparables con las que conducen a la
formacion de compuestos quimicos, siendo por tanto un proceso que depende del area
superficial del adsorbente. Las energias de adsorcion, para estos casos, van desde unas
10* hasta 10° calorias por mol. Este tipo de adsorcion acostumbra a ser irreversible
debido a que incluye fuertes enlaces (Moore, 1950), sin embargo, en quimisorciones
débiles, como algunos casos de intercambio i6nico, este proceso puede ser reversible
(Tran, You, y Chao, 2016).

4.6.1. Adsorbente: solidos de gran area superficial

El adsorbente consiste de una fase solida de gran area superficial, proporcionada
principalmente por las paredes de los poros que ésta posee (Gregg y Sing, 1967). Los
sistemas porosos de los sélidos son variados, referidos a diferencias en tamafios y
formas. Esta variacion se presenta dentro de un solido particular y entre un solido y otro.
Asi, por ejemplo, de acuerdo a los distintos rangos de didmetros de poros, existen
microporos (d<2 nm), mesoporos (entre 2 y 50 nm) y macroporos (d>50 nm). Cada

rango de tamafio de poro se encuentra asociado con un comportamiento de adsorcion
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caracteristico, introduciendo un tipo particular de problema en estudios de

adsorcién/desorcion.

4.6.2. lsoterma de adsorcién

En forma general, una isoterma de adsorcion consiste en una curva que describe el
fendmeno que gobierna la retencion (o liberacion) o movilidad de una sustancia desde
una fase fluida hacia una fase sélida, a temperatura y pH constante. Para el caso de
interés, en sistemas sélido-liquido, cuando la retencién de un soluto sobre particulas
solidas es investigada, la concentracion de soluto restante del compuesto (en la fase
liquida), Ce (mol/L o kg/L) puede ser comparada con la concentracion de este compuesto
retenido en las particulas sélidas, ge (mol/kg o kg/kg). La relacion ge=f(Ce) es llamada
isoterma de adsorcion. La palabra “isoterma” fue especificamente elegida debido a la
influencia de la temperatura en el proceso de adsorcion, lo que indica que la temperatura

debe ser fijada y especificada para cada isoterma estudiada (Limousin y col., 2007).

Los distintos equilibrios de adsorcion y desorcion descritos por las isotermas, son
establecidos cuando la fase fluida se pone en contacto con un medio adsorbente por un
tiempo suficiente, hasta que no se presentan variaciones en la concentracion de
adsorbato en la fase fluida en el tiempo (Foo y Hameed, 2010). Se estudia el proceso de
retencion (o adsorcion) cuando la fase fluida contiene inicialmente al adsorbato;
similarmente, el proceso de liberacion (o desorcién) es estudiando cuando es la fase

solida la que contiene inicialmente al adsorbato (Ver Figura 6).

Cuando la adsorcion es estudiada en la fase experimental, la concentracion del
componente retenido en la fase solida es calculada por diferencia entre la concentracién
inicial de soluto en la fase liquida (Cao) y la final, Ce (Ver Figura 6). Luego, la
concentracion de adsorbato en la fase solida, ge, puede ser determinada mediante la

relacion:
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e = (Cag — Co) +Qa, )

En la Ecuacién 1, V es el volumen de la solucién, m es la masa de la fase solida y Qao
es la concentracion del compuesto inicialmente retenido por el sélido (despreciable).
Para el caso del estudio de desorcion, la cantidad de adsorbato inicialmente retenido Qbo
debe ser medido previamente. La concentracidn de adsorbato en la fase sélida puede ser
calculada, por tanto, mediante la Ecuacion 1, reemplazando Ca, por Cho y Qao por Qbo.
Por lo anterior, algunos autores proponen denominar a las isotermas “curvas de
desaparicion del soluto”, debido al calculo de la retencion mediante la diferencia entre la

concentracion de soluto inicial y la final en la solucion (Limousin y col., 2007).
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Estado inicial 1: adsorcién Estado inicial 2: desorcién

Adsorbato

Fase liquida + \ Fase liguida
Concentracion inicial: Cﬂn ‘+' + + + Concentracidn iniciak Cbo

Fase sdlida
Concentracidn inicial: Q&g

+

Retencion Liberacion
(Adsorcidén) (Desorcién)

Fase liquida + +
Concentracion final; Ce
.+.
.*.
.+.

Fase sdlida

Concentracion inicial: Qbg

Fase sdlida
Concentracion final: Ce

Estado final: EQUILIBRIO

Figura 6. Esquema de los fendmenos de adsorcion y desorcion en sistemas solido-liquido.
(Fuente: Adaptacion de Limousin y col. (2007))

Los parametros fisicoquimicos asociados a las isotermas, en conjunto con las
suposiciones termodindmicas subyacentes, proveen una nocion del mecanismo de
adsorcion, propiedades de superficie, asi como el grado de afinidad

adsorbato/adsorbente.

4.6.2.1. Modelos de Isoterma de adsorcion

La descripcion del equilibrio de adsorcion debe ser llevada a cabo mediante el
establecimiento de correlaciones de equilibrio de adsorcion apropiadas. Esto es
indispensable para la prediccion confiable de los pardmetros de adsorcién y para

comparaciones cuantitativas de variadas condiciones experimentales (Foo y Hameed,
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2010). A lo largo de los afios, se han desarrollado una gran variedad de modelos de
isoterma. Giles, Smith, y Huitson (1974) propusieron una generalizacion de los tipos de
isoterma, en donde se distinguen 4 casos particulares, correspondientes a las 4

principales formas de isotermas utilizadas (Ver Figura 7).

(a) Isoterma C (b) Isoterma L

Q

4 4 Con plateau

N
Sin plateau

(c) Isoterma H (d) Isoterma S

Q Q

3
Punto de inflexion
> C > C

Figura 7. Los 4 principales tipos de isotermas
(Fuente:Giles y col. (1974))

4.6.2.1.1. Isoterma tipo C

Este tipo de isoterma es mostrado en la Figura 7A. Consiste en una linea de origen
(0,0). Esto significa que la razdn entre la concentracion de adsorbato en la fase fluida y
la adsorbida en la fase solida es constante en todo el rango de concentracion. Esta razon
es usualmente nominada “coeficiente de distribucion” o “coeficiente de particion”

(Limousin y col., 2007).

Una isoterma lineal es consistente con condiciones en las que el numero de sitios (no
necesariamente de igual energia) permanece constante a traves del completo rango de

concentraciones de soluto, hasta la saturacion de la fase adsorbente. Esto significa que la
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superficie disponible para la adsorcion se “expande” proporcionalmente con la cantidad

de soluto adsorbido (Giles y col., 1974).

La simplicidad de este tipo de isoterma no deberia justificar su uso sin verificacion, pues
de otra forma, esta podria conducir a conclusiones erréneas. Por ejemplo, si la fase
solida posee una cantidad limitada de sitios de adsorcion, la isoterma podria no ser lineal

y, por el contrario, poseer un plateau de saturacién (Limousin y col., 2007).

4.6.2.1.2. lsoterma tipo L

En este tipo de isoterma, la pendiente disminuye continuamente con el aumento de la
concentracion. Esto genera una curva céncava. Lo anterior, sugiere que los sitios
vacantes se vuelven mas dificiles de encontrar con el avance del cubrimiento de la
superficie (Giles y col., 1974), y por tanto, se genera una saturacion progresiva del

solido.

Como se muestra en la Figura 7B, este tipo de isoterma usualmente es dividido en dos
subgrupos: (i) Curva que alcanza un estricto plateau asintético, indicando que el solido
posee una capacidad de adsorcion limitada (ii) Curva no alcanza un plateau (el sélido no
muestra claramente una capacidad de adsorcién limitada). A pesar de esta subdivision, a
menudo es de alta dificultad distinguir si una isoterma pertenece al primer o al segundo

subgrupo (Limousin y col., 2007).

4.6.2.1.3. Isotermatipo H

Este corresponde a un caso particular de la isoterma tipo L, en donde el valor de la
pendiente inicial es muy alto (Ver Figura 7C). Este caso es distinguido de los otros
debido a que el adsorbato manifiesta una afinidad tal con la fase adsorbente, que la
pendiente inicial de la curva es cercana al valor infinito, incluso cuando esto no tiene

sentido practico desde un punto de vista termodinamico (Téth, 1994).
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4.6.2.1.4. Isotermatipo S

Este tipo de isoterma posee una curva con forma sigmoidal (Ver Figura 7D), y por
tanto, posee un punto de inflexion. Este tipo de isoterma es siempre el resultado de al
menos dos mecanismos opuestos. Un ejemplo de este comportamiento lo manifiestan
compuestos organicos no polares, las cuales poseen una baja afinidad con las arcillas.
Sin embargo, una vez que la superficie de la arcilla se cubre con este tipo de adsorbato,
otras moléculas organicas son adsorbidas mas facilmente (Limousin y col., 2007). Este
fenomeno es denominado “adsorcion cooperativa”. El punto de inflexion de la curva
sigmoidal representa la concentracion a la cual se genera este cambio de mecanismo.
Eventualmente, en todos los casos, la pendiente de la curva finalmente “cae” y se vuelve
nula en el punto de saturacion, indicando la ausencia de sitios vacantes (Giles y col.,
1974).

4.6.2.1.5. Isoterma de Langmuir:

Isoterma de tipo céncava (tipo L o H), originalmente propuesta por Langmuir en el afio
1916 para la descripcién de la adsorcion de gases en carbén activado, supone que la
superficie adsorbente es uniforme y capaz de mantener unida una capa de espesor
monomolecular de la sustancia adsorbida (Duffey, 1965), la cual, luego de completarse,
da fin al proceso de adsorcion, es decir, asume que existe un namero finito de sitios de
adsorcion. Esta teoria supone, ademas, la no existencia de interacciones laterales entre
las moléculas adsorbidas, y se refiere a la adsorcion como un proceso homogéneo, en
donde todos los sitios poseen igual afinidad por el adsorbato, y donde este Gltimo no

transmigra en el plano de la superficie (Foo y Hameed, 2010).

La expresion matematica del modelo de isoterma de Langmuir es presentada en la
Ecuacion 2 (Foo y Hameed, 2010), en donde se identifica que este modelo empirico
contiene dos parametros: Ks, la constante de la isoterma de Langmuir, la cual representa
la afinidad del adsorbato por la fase solida, y gs, la cual corresponde a la capacidad de

cubrimiento maximo de la monocapa (Li, Ma, y Yao, 2015; Limousin y col., 2007).
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— qS KS Ce
e =11K.C,

()
En la Ecuacion 2, ge representa a la cantidad de adsorbato adsorbido en la fase sélida en
el equilibrio y Ce corresponde a la concentracion de adsorbato en la fase fluida en el

equilibrio.

Gréaficamente, esta isoterma es caracterizada por un plateau, correspondiente a una
condicion de saturacion del equilibrio, la cual se debe a que una vez que una molécula
ocupa un sitio, no puede adsorberse otra alli, llegdndose en un momento y a una
condicion operacional dada, a este punto de saturacion (Ver Figura 8A). La constante
gsks corresponde a la pendiente inicial de la isoterma y es a menudo usada como un
coeficiente de distribucion cuando la concentracion es lo suficientemente baja para

justificar esta aproximacion.

(a) (b)

SOLUTO CARGADO EN LA FASE SOLIDA

CONCENTRACION DE SOLUTO EN LA FASE LIQUIDA

Figura 8. Esquematizacién de isotermas de (A) Langmuir (B) BET.
(Fuente: Adaptacion de Limousin y col. (2007))

4.6.2.1.6. Isoterma de Freundlich

Esta isoterma fue propuesta por Freundlich en 1909 (Moore, 1950). Este modelo
corresponde a la primera relacion para la descripcion de la adsorcion no ideal y

reversible, no restringida a la formacion de una monocapa. Puede ser aplicado, por tanto,
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a una adsorcion en multicapa, con una distribucion no uniforme del calor de adsorcion y
de la afinidad con el adsorbato, sobre la superficie heterogénea. La cantidad adsorbida
sobre la superficie adsorbente, corresponde a la suma de lo adsorbido en todos los sitios
(cada uno teniendo una energia de enlace determinada), con los sitios de union mas
fuertes siendo ocupados primero. La adsorcion transcurre hasta que la energia de
adsorcion es exponencialmente disminuida hasta completar el proceso (Foo y Hameed,
2010). El hecho de que las energias de adsorcion de los sitios disponibles no sean
iguales, puede atribuirse a diferencias en tamafios y formas de poros, y a interacciones

adsorbente-adsorbato (Muhammad y col., 2011).

qe = KFCel/n (3)

La expresion matematica representativa de la isoterma de Freundlich es presentada en la
Ecuacion 3. Alli, ge y Ce representan lo mismo definido anteriormente para la isoterma
de Langmuir (Ver Seccion 4.6.2.1.5). Kr, por su parte, es llamada constante de la
isoterma de Freundlich, y se encuentra relacionada con la capacidad de adsorcion de la
fase adsorbente, y 1/n es una constante empirica relacionada a la magnitud de la fuerza
impulsora de adsorcion (Li y col., 2015). Esta constante adimensional es a menudo
llamada “factor de heterogeneidad de la superficie” o “factor de intensidad de
adsorcion”. Mientras mas heterogénea sea la superficie, el valor de 1/n mas se acercara a
cero (Muhammad y col., 2011). El valor de n es corrientemente mayor a la unidad
(Moore, 1950), lo que indica una adsorcion favorable, por tanto, el valor de 1/n se
encuentra en el rango de 0.1-1 (Muhammad y col., 2010). De acuerdo a la forma
matematica de la isoterma de Freundlich, ésta no alcanza un plateau con el incremento

de Ce, a diferencia de la isoterma de Langmuir.

En la actualidad, la isoterma de Freundlich es ampliamente utilizada en sistemas
heterogéneos, especialmente para compuestos organicos o0 especies altamente

interactivas, sobre carbédn activado (Foo y Hameed, 2010), sin embargo, es criticada por
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su limitacion asociada a la falta de una base termodindmica, alejdndose de la ley de

Henry a concentraciones pequerias.
4.6.2.1.7. Isoterma de Dubinin-Radushkevich (D-R)

El modelo de isoterma de Dubinin-Radushkevic es representado mediante la Ecuacion
4. Este modelo es generalmente aplicado para la expresién de mecanismos de adsorcion
con una distribucion de energia Gaussiana sobre la superficie heterogénea de la fase
adsorbente (Dada, Olalekan, y Olantuya, 2012). En la expresion que representa al
modelo, la constante Kaq Se encuentra relacionada con la energia de adsorcion, y Qs es la
capacidad de saturacion teorica. Por su parte, el parametro ¢ es llamado potencial
Polanyi, y se calcula desde la Ecuacion 5, donde R es la constate universal de los gases,
8.314 J/mol-K. Adicionalmente, la energia media de adsorcion, E, puede ser calculada
utilizando Kag (Ecuacion 6).

4
de = Qs+ exp(—Kgq 82) @

e=R-T-n(1+1/) ©

Ny o ©

De acuerdo a la magnitud de E, se puede tener una nocion del mecanismo de adsorcion,
siendo fisica para valores de E menores a 8 kJ/mol, o quimica para E>16 kJ/mol (Trany
col., 2016).

4.6.2.2. Determinacion de los parametros de los modelos de isoterma

El método lineal de minimos cuadrados es una aproximacién tradicional llevada a la
linealidad, ampliamente utilizada para la determinacion de los pardmetros incluidos en
los modelos de isoterma de adsorcion, y ha sido empleado para decidir cual modelo de

isoterma ajusta de mejor manera los datos experimentales, de acuerdo a la cercania del
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valor del coeficiente de regresion (r?) a la unidad. Si bien, el valor de r? demuestra ser
un indicador eficiente en la determinacion del mejor modelo de isoterma para un caso
particular en estudio, su limitacion se asocia a su uso Unico en modelos lineales de

isoterma (Wong, Szeto, Cheung, y McKay, 2004).

Si bien el utilizar una ecuacion lineal para el ajuste de los datos experimentales es
mucho mas sencillo que ajustar una ecuacion no lineal con una forma compleja,
recientemente se han identificado desventajas en el uso de expresiones lineales de los
modelos de isoterma, como la alteracion en la estructura del error y la violacion de los
supuestos de normalidad del método estandar de minimos cuadrados, conduciendo al
sesgo de los datos de adsorcion (Foo y Hameed, 2010). Lo anterior, ha conducido al uso
de modelos no linealizados, en conjunto con un nimero de técnicas de analisis del error
no lineales, con el fin de descubrir el modelo méas adecuado para la representacion de los
datos experimentales. Paralelo a esto, el desarrollo de tecnologia computacional
adecuada desde la década de 1980 ha facilitado y motivado el uso de modelos de
isoterma no lineales. En la Tabla 2 se presentan cinco tipos de funciones de error
comunmente utilizadas en el ajuste no lineal de los datos experimentales a los modelos

de isoterma.

La funcién “suma de cuadrados del error” o SSE es la funcion de error mas ampliamente
utilizada (Piccin, Dotto, y Pinto, 2011; Wong y col., 2004). Sin embargo, posee la
desventaja de que los parametros de la isoterma que son derivados de esta funcion,
entregan un mejor ajuste de los datos en la porcidn final de la isoterma. Esto es debido a
la magnitud de los errores, los cuales se incrementan (y por tanto, se incrementa el valor
de SSE) cuando la concentracion de adsorbato en la fase liquida aumenta, sesgando el
ajuste hacia los datos de alta concentracion de soluto (Piccin y col., 2011)

La funcion de error fraccional hibrida (HYBRID) fue desarrollada para mejorar el ajuste
de la funcion SSE a bajas concentraciones de adsorbato en la fase liquida (Foo y
Hameed, 2010). Para lograr esto, cada valor de la funcion SSE es dividido por el valor

experimental de la concentracion en la fase sélida (Wong y col., 2004).
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La funcién de desviacion estandar porcentual de Marquardt (MPSD) ha sido
previamente utilizada por un numero de investigadores en los estudios de isoterma
(Ekka, Nayak, Dash, y Patel, 2016; Mall, Srivastava, Agarwal, y Mishra, 2005; Ng,
Cheung, y McKay, 2003). De acuerdo al numero de grados de libertad en el sistema, esta
funcion es similar en algunos aspectos a una distribucion geométrica del error medio,

pero modificada (Piccin y col., 2011).

La funcidn de error promedio relativo (ARE) indica una tendencia a sub o sobre estimar
los datos experimentales, con el fin de minimizar la distribucién de error fraccional a

través del rango completo de concentracion estudiado (Wong y col., 2004).

La funcion suma de errores absolutos (EABS) es similar a la funcién SSE en cierto
aspecto. Los pardmetros determinados utilizando esta funcién de error podrian entregar
un mejor ajuste en la medida que la magnitud del error se incrementa, sesgando el ajuste

hacia los datos de mayor concentracion (Piccin y col., 2011; Wong y col., 2004).

Ya que el uso de diferentes funciones de error probablemente entregue diferentes
conjuntos de parametros de isoterma, se lleva a cabo un procedimiento estandar para
normalizar y combinar varios errores (suma de errores normalizados, SNE), de manera
de lograr una mejor y mas significativa comparacion entre el conjunto de parametros
(Picciny col., 2011):

- Se selecciona un modelo de isoterma y una funcién de error. Con esto, se
calculan los parametros (ajustables) que minimizan la funcion de error.

- Se determinan todas las otras funciones de error para el set de parametros
anteriormente calulado.

- Se calculan los otros sets de parametros, asociados a la minimizacion de las
demas funciones de error.

- Se selecciona el méximo error de cada funcion de error. Se dividen luego los
errores determinados previamente para una funcion de error dada, por este
maximo. Con esto, se obtienen los errores normalizados para cada conjunto de

parametros.
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- Se suman los errores normalizados para cada conjunto de pardmetros.

El conjunto de parametros que posea el menor valor de SNE sera el optimo (Crini y
Badot, 2010).

Para el caso del tratamiento lineal, se debe trabajar con las isotermas linealizadas, lo que
puede realizarse solo para isotermas con dos pardmetros. Las ecuaciones gque representan

a la isoterma de Langmuir, Freundlich y D-R son facilmente linealizables (Ver Tabla 3).

En este estudio, la técnica de minimos cuadrados no lineal y la presentacion linealizada
de las ecuaciones de isotermas seran utilizadas para la evaluacion del equilibrio de
adsorcion. Se presentara asi, una comparacion de las constantes de equilibrio calculadas
desde las ecuaciones de las isotermas linealizadas, y en su forma original (no lineal).

4.6.3. Adsorcion sélido-liquido

El estudio de la adsorcion solido-liquido se ha priorizado en el campo del tratamiento de
aguas residuales industriales, para la remocion de sustancias contaminantes en su
composicion mediante el uso de sélidos adsorbentes (Crini y Badot, 2010). Sin embargo,
una parte escasa en la literatura hace estudio del fenébmeno de adsorcidn/desorcion en
extracciones (0 maceraciones, en el caso de alimentos, flores y hierbas) de compuestos,
principalmente compuestos activos, a partir de una fase solida, mediante el uso de un
solvente liquido como fase extractora (Kassing y col., 2012; Li y col., 2015; Muhammad
y col., 2010; Muhammad y col., 2011). En extracciones solido-liquido, luego del
proceso, son producidos una solucion con extracto y una fase solida llamada refinado.
La solucion con extracto consiste de solvente y el soluto extraido, mientras que el
refinado es una mezcla heterogénea, consistente del material sélido y una fase liquida
adherida a la matriz sélida. Esta fase liquida adherida es llamada humedad remanente y
consiste, al igual que la solucion con extracto, de solvente y el soluto extraido
(Dreisewerd y col., 2015).
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Tabla 2. Funciones de error cominmente utilizadas en ajustes no lineales de modelos de isoterma.

Funcion de error Abreviacion Expresion Observaciones
Suma de SSE L -
Z(QC - Qe)'z
cuadrados del & :
1=
error
Funcion de error HYBRID 100 z": (qe — qc) p es el ndmero de
fraccional hibrida n—p&iN Qe /; pardmetros de la
1=
ecuacion de la
isoterma
Desviacion MPSD N -
4 1 de — qc 2
estandar 00
n—p¢« q ;
porcentual de i=1 ¢t
Marquardt
;  ARE - W
Error  promedio ARE 1002 do — qe -
relativo nloge |
Suma de errores EABS [ | na -

absolutos

Zlqe —qcl
i=1

|
Nota: gc representa la cantidad calculada por el modelo y ge representa el valor experimental. n es el nimero de datos

totales.

(Fuente: Adaptacion de Foo y Hameed (2010))

Tabla 3. Formas linealizada de las isotermas de Langmuir y Freundlich.

Isoterma Parametros Forma linealizada Graficar
Langmuir Ks, Gs % — g.K, — q.K, ‘C’—: Versus q,

e
Freundlich Kr, 1/n l0gq, = logKy + %logCe logge versus logCe
D-R Qs, Kad Ing, = InQs — Kg * 2 Inge versus &2

(Fuente: Adaptacion de Foo y Hameed (2010))
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4.6.3.1. Obtencion de informacion de equilibrio: interaccion soluto/sélido

En un proceso extractivo solido/liquido, luego de contactar el adsorbato con el
adsorbente durante un tiempo suficiente, se establece un equilibrio de
adsorcion/desorcion entre la superficie de la matriz sélida y el solvente que contacta
directamente la superficie, a menudo llamada interaccién soluto/sélido (Araus, Uquiche,
y del Valle, 2009). EIl estudio de esta interaccion es importante para el disefio de la
extraccion; méas adn, ciertos modelos matematicos contienen a estas interacciones como
parametro, por ejemplo, el modelo de células rotas e intactas de Sovova (2005), y, por
supuesto, corresponde a uno de los pasos de la secuencia de transferencia de masa
durante la extraccion (equilibrio superficial), por lo que puede ser usado en modelos
matematicos que describen la cinética global de extraccion, para un disefio de procesos

adecuado.

En extracciones solido/liquido, la obtencion de los datos de equilibrio superficial
(interaccién soluto/sélido) a menudo es llevada a cabo a partir de mediciones dindmicas
(Sovova, 2005), mediante las llamadas “curvas de extraccion”. En el caso especial en el
que el solido posee naturalmente al soluto de interés, es decir, una fitoextraccion, la
compleja estructura del material vegetal puede generar diversos pasos en el proceso de
transferencia de masa y de equilibrio, por ejemplo, difusion a través del propio material
solido (que podria provocar efectos de retardo en alcanzar el equilibrio), indicando que
pueden existir efectos superpuestos durante la fitoextraccion que impiden una medicion
directa de las interacciones soluto/solido. Ademas, obtener isotermas a partir del proceso
propio de extraccion puede llevar a consumo de tiempo innecesario. Lo anterior se
justifica considerando que la maxima cantidad de soluto que puede ser solubilizada en la
fase liquida durante la extraccion corresponde a la concentracion de saturacion, Csat, del
soluto en el solvente (o solubilidad termodindmica). Sin embargo, bajo las condiciones
de extraccion, son diversos los factores que pueden afectar a la solubilidad: interacciones
soluto/matriz, contenido inicial de soluto en el sustrato, interacciones soluto/soluto.
Desconociendo a priori estas interacciones y la cantidad inicial de soluto en la matriz

solida, como en todo estudio inicial de procesos de extraccion de sustancias vegetales, se



34

desconocerd, asi también, si en cada etapa de extraccion el solvente se saturara en soluto
(luego, la concentracion de soluto en la fase liquida sera definida por la solubilidad del
soluto en el solvente bajo las condiciones de extraccion) y por tanto, se requerird de

muchas etapas de desorcion para formar la curva de isoterma.

En este contexto, Dreisewerd y col. (2016) y Araus y col. (2009) propusieron la
medicion de las interacciones soluto/solido de forma independiente de la cinética de
extraccion, en donde el material sélido es, primeramente, “totalmente” extraido, y luego,
las interacciones son medidas mediante el proceso opuesto de adsorcion. Lo anterior,
permite un control del experimentador sobre las concentraciones de soluto a cargar sobre
la fase adsorbente, ademas de una eliminacion de la etapa de lavado o “washing” (en
inglés) del sustrato vegetal durante el proceso de extraccion (etapa que podria provocar
saturaciones anticipadas del solvente utilizado en la(s) primera(s) etapa(s) de la
extraccion del soluto, y por tanto, un recorrido sobre la construccion de la isoterma
menos eficiente); es decir, permite eliminar las interferencias causadas por el fenémeno
de extraccién. Ademas, el uso del proceso inverso de adsorcion permite una medicién

independiente de la cinética de adsorcion.

Este enfoque sera utilizado en este trabajo experimental para la identificacion de las
interacciones soluto/solido del sistema compuestos fendlicos/corteza de E. globulus y E.

nitens.

4.6.3.2. Extracciones multietapa

El modo de extraccion batch, también llamado maceracion (cuando se trata de sélidos de
origen natural) es el modo de operacion mas ampliamente utilizado para llevar a cabo la
extraccion de solutos desde materiales sélidos (Dreisewerd y col., 2016). Sin embargo,
una desventaja importante de este modo de operacion es el grado limitado de extraccion,
planteado por el cuasi-equilibrio de extraccion, el cual corresponde al estado de una
concentracion de extracto constante en ambas fases participantes en el proceso
extractivo. Por tanto, extracciones de una etapa son, en su mayoria, insuficientes para

lograr rendimientos aceptables, por lo que el desarrollo de multiextracciones es un
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enfoque a menudo utilizado. Las extracciones multietapa son principalmente disefiadas
de forma gréfica, asi, el uso de diagramas como el triangular de angulo recto, el de
Ponchon-Savarit, el triangular equilatero, o el de Mc-Thiele pueden ser utilizados
(Sattler y Feindt, 1995).

4.7. Termodinamica del proceso de adsorcion

En los estudios de adsorcion, es esencial establecer la naturaleza del mecanismo de
adsorcion, es decir, si ésta es quimica o fisica. Tanto la adsorcion de tipo fisica, como
aquella de tipo quimica, pueden ser reconocidas a través del estudio de los pardmetros
termodinamicos, incluyendo el cambio de energia libre de Gibbs (AG®), el cambio de
entalpia (AH°), y el cambio de entropia (AS°) (Tran y col., 2016). Estos, pueden ser
calculados de acuerdo a las leyes termodinamicas: la espontaneidad de un sistema es
definido mediante la evaluacion de AG®, y en el equilibrio éste pardmetro es definido por
la Ecuacion 7, donde K. corresponde a la constante del equilibrio termodinamico, la
cual es adimensional y R representa a la constante universal de los gases (8.314
J/mol-K).

AG° = —R-T - InK, @

Si la Ecuacion 7 es sustituida en la ecuacion de Gibbs Helmholtz (Ecuacion 8), la
ecuacion de van’t Hoff es obtenida (Ecuacion 9). Si, a su vez, esta ultima es integrada a
presion constante, resulta la Ecuacion 10, en donde Y corresponde a la constante de

integracion.
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d (AG°/T) AH°
(%) =7 ®
14

(6anC> _ AH? 9)
oT J, R-T?
(10)
—R-T-InK,=AH°—-T-R-Y
Por otra parte, la relacion fundamental entre AG®, AH? y AS? es:
AG® = AH® — T - AS° (11)
Por lo tanto, de las Ecuaciones 7, 10 y 11, resulta la siguiente:
AH? AS°
R 12
InK, RT + R (12)

Luego, graficando (nK, versus 1/T (denominado grafico de van’t Hoff), los parametros

termodinamicos AH® y AS° pueden ser obtenidos (Ghosal y Gupta, 2015).

5. MATERIALES Y METODOS

El procedimiento experimental consta de varias etapas, las cuales, para un entendimiento

global, son resumidas como sigue:
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Pretratamiento de Optimizacion del Estudio de las
la cortezay proceso extractivo interacciones
caracterizacion soluto/sélido

* Descortezado » Disefio experimental  Obtencion de corteza
«Secado Box-Behnken para la totalmente extraida
«Molienda maximizacion del « Obtencién de soluciones de
- Tamizaje rendlm_lgnté), ool extracto a distintas
« Caracterizacion fisica ;:gtr;':ggly %agacei\ggdes concentraciones .

y morf0|égica: antioxidante » Contacto c_c,)rteza?solumon
« Tamario de poro de « FACTORES: « Construccion de Isotermas y

particulas de corteza ajuste a modelos

P - * % Metanol/agua S

« Area superficial BET . T(:em eraturag « Validacion del modelo de

* Microscopia electrénica . Razc’g] solido/liauido isoterma mediante su uso en
de barrido (SEM) q balance en un proceso

multiextractivo

« Calculo de pardmetros
termodindmicos

5.1. Obtencion de muestras

Las muestras de corteza que se utilizaron en este trabajo fueron suministradas por
Forestal Comaco S.A (Concepcién, Chile), las cuales fueron colectadas el 17 de
Diciembre de 2015 desde Los Castafios, Region del Biobio, Chile. Estas, constaron de
tres arboles por especie (E. nitens y E. globulus), de alturas similares y edades entre 10-

12 afios.

Para cada especie, las cortezas de los tres arboles fueron mezcladas y almacenadas en

bolsas selladas. El detalle del muestreo de los arboles es indicado en el Anexo 1.

5.2. Pretratamiento de las muestras

5.2.1. Descortezado

El desprendimiento de la corteza de los arboles se realizd6 manualmente en un tiempo

méaximo de 3 dias (posterior a una semana aproximadamente, la corteza se seca y es
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dificil llevar a cabo su retiro). La madera separada de la corteza fue almacenada en una
camara fria a 4°C para futuros estudios.

5.2.2. Secado de la corteza

Las muestras de corteza se secaron a temperatura ambiente hasta que no se detectd
cambio en sus pesos con el tiempo, llegando asi a la humedad de equilibrio con el
ambiente. Para esto, se dejaron secar muestras en placas Petri y se registrd la masa de
éstas diariamente hasta que ésta no vari6 significativamente (<1% de disminucion en su

peso).

En cuanto a la humedad de equilibrio, se dispuso 1 g de la muestra seca de cada especie
de eucalipto en una placa Petri (previamente masada en una balanza) a un horno de
105°C, durante 4 h. Posteriormente, fueron introducidas en un desecador por 20 min y se
masaron nuevamente. Las mediciones se realizaron en triplicado para cada especie de
corteza. El porcentaje de humedad que poseyd cada muestra en base seca se calcul a
través de la Ecuacion 13, donde m; y mg corresponden a la masa inicial y final de la

muestra, respectivamente.

; —m
H,=~——4%100 (13)

5.2.3. Molienda de la corteza

Las muestras de corteza fueron cortadas en trozos pequefios y se introdujeron en un

molino con tamiz de 2 mm.

Las muestras de corteza molidas fueron almacenadas en bolsas selladas y codificadas

por especie de eucalipto.

5.2.4. Tamizaje

Para la caracterizacion de las muestras, la corteza molida se tamiz6 en un tamizador con
agitacion orbital. Los tamices a utilizar fueron de: 2.0 mm, 1 mm, 0.85 mm, 0.59 mm,

0.35 mm y 0.08 mm. Las muestras fueron tamizadas durante 15 min, para luego masar
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las cantidades retenidas en cada uno de ellos. Posteriormente, se procedié a calcular el
porcentaje en masa retenido en cada tamiz (indicando un cierto diametro de particula)
por medio de la Ecuacion 14.

P;
D; = —* 100 (14)
Pr

Donde, P; y P son la masa retenida en un cierto tamiz y la masa total introducida al

tamizador, respectivamente.

5.3. Caracterizacion de particulas de corteza

5.3.1. Caracterizacion fisica de poros

La caracterizacion en cuanto a tamafio, distribucién de poros y area BET fue estudiada
mediante adsorcion de N2 a 77 K (Sample Degas System, Micromeritics, Flowprep 060),
previa multiextraccién, secado y limpieza de la corteza mediante vacio. El analisis
semicuantitativo basado en el grafico-t fue utilizado para el estudio de la distribucién de
microporos. El area BET fue medida para particulas con un didmetro en el rango de
0.08-0.59 mm (para ambas especies).

5.3.2. Caracterizacién morfoldgica

La fraccion granulométrica correspondiente a un diametro en el rango 0.08-0.59 mm fue
visualizada mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) (JSM-6380LV, JEOL),

previo y posterior a un proceso multiextractivo a 50°C.

5.4. Extraccion hidrofilica

La extraccion hidrofilica de las muestras de corteza se realizo en un agitador orbital
Bench Top Incubator NBL-205 en matraces Erlenmeyer de 80 mL de capacidad sellados
con tapon y papel Parafilm, en donde se gener6 el contacto corteza-solvente

(metanol/agua). Los matraces ademas, fueron protegidos de la luz mediante el
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cubrimiento de su superficie con papel aluminio, de manera de minimizar la oxidacion
de los compuestos flavonoides. En cuanto a los pardmetros razén solido/liquido,
concentracion de metanol, temperatura y tiempo de extraccion, éstos fueron definidos en
los experimentos descritos en las secciones posteriores. Para generar una mezcla

homogénea dentro del matraz, la velocidad de agitacion fue de 200 rpm.

Luego del tiempo determinado, los matraces fueron retirados del agitador y sumergidos
en un bafio de hielo para detener la extraccion. Las suspensiones fueron filtradas al
vacio, para luego rotaevaporar las muestras a 30°C y 6.5 rpm. Posteriormente el extracto
solubilizado se congel6 durante 12 h a -4°C para finalmente liofilizar la muestra
congelada (Heto Drywinner, Denmark). Los extractos obtenidos desde el liofilizador

fueron almacenados en frascos ambar en una sala de refrigeracion oscura a -4°C.

Para el calculo del rendimiento de extraccion se utilizo la Ecuacion 15.

m m
Rendimiento de extraccién (%) = # 100 = ;e * (100 + Hy,) (15)

S l

En la ecuacidn anterior, m, corresponde a la masa de extracto obtenida, y la relacién de

m; con mg mediante Hy se obtiene de la Ecuacion 13.

5.5. Cuantificacion de fenoles totales

La concentracion de fenoles totales para todas las pruebas descritas en las secciones
posteriores, en donde fue necesario, fue obtenida mediante el método Folin-Ciocalteu, el
cual detecta todos los grupos fenolicos encontrados en extractos (fenoles totales) (Ver
Anexo 2). Las masas de fenoles obtenidas en cada caso fueron expresadas como

equivalentes de acido galigo (GAE).
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5.6. Cuantificacion de capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos fue medida mediante el método DPPH (Ver
Anexo 3). Basado en esto, se calculd la actividad antiradical de las muestras

correspondientes, la cual fue expresada en equivalentes de acido ascorbico (AA).

5.7. Diseiio de Experimentos

Se llevo a cabo un disefio de experimentos para ambas especies de eucaliptos con el fin
de encontrar las condiciones de extraccién Gptimas para la produccion de una corteza
completamente extraida, ya que para esto, fue necesario llevar a cabo una
multiextraccion a un valor de temperatura, porcentaje de metanol en agua y razén
solido/liquido adecuada, con el fin de obtener un rendimiento de extraccion, una
cantidad de fenoles totales y capacidad antioxidante apropiadas. Por tanto, se realizé un
disefio de experimentos Box-Behnken, el cual requiere de 3 o0 menos factores
controlables. En este caso, estos fueron: razon solido/liquido, temperatura y
concentracion de metanol en agua. Las respuestas estudiadas fueron el rendimiento de
extraccion (Ver Ecuacion 15), los fenoles totales de los extractos y su capacidad
antioxidante. Al disefio Box-Behnken se le agregaron tres puntos centrales y una réplica.

Los niveles superior, inferior y medio son especificados en la Tabla 4.

Tabla 4. Niveles de los factores a utilizar en el disefio Box-Behnken.

Factor Nivel

-1 0 1
Razon solido/liquido (g de 1:10 1:35 1:60
corteza seca/mL de
solvente)
Temperatura (°C) 30 45 60
Concentracion de metanol 33.3 50 66.6
en agua (%)

(Fuente: Elaboracion propia)
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Los resultados experimentales fueron modelados de acuerdo al polinomio de segundo
grado descrito por la Ecuacion 16. Alli, Y, representa a la variable dependiente, S, es la
constante del modelo, f5;, B;; y Bi; son los coeficientes del modelo para la interaccion
lineal y los efectos cuadraticos de las variables independientes, respectivamente. Xi y X;

son las variables independientes codificadas entre -1y 1, y € es el error experimental.

3 2 3 3
Yo =5+ Z Bix; + Z Z Bijxixj + Z Bux? + ¢ (16)
im1 i-1

i=1 j=i+1

Junto con el andlisis obtenido a partir de las superficies de respuesta, la metodologia
basada en la funcion de deseabilidad fue utilizada. Para cada respuesta, la funcién de
deseabilidad asigna nameros entre 0 y 1 a los posibles valores que ésta puede adquirir,
siendo O para un valor completamente no deseado y 1 un valor deseable o ideal de la
respuesta. La funcion global de deseabilidad fue construida combinando las funciones

individuales a través de la media geométrica.

5.8. Estudio de las interacciones soluto/solido

5.8.1. Suposiciones

Las suposiciones usualmente adoptadas para estudios de equilibrio en extraccion
(Geankoplis, 2003) y que fueron también adoptadas en este trabajo, son:

- Se asume que el sélido libre de soluto es insoluble en el solvente.

- Se asume que no existe adsorcion de soluto en el sélido durante el proceso de
extraccion (esto implica que la fase liquida producto de una etapa de extraccion es la
misma que la que queda adherida a la matriz solida en el refinado y asi, poseen la
misma concentracion de soluto).

- La estructura del sustrato vegetal sélido corresponde a una red de poros
interconectados que contienen todo el soluto originalmente atrapado en las células,

debido a que las paredes de estas son completamente “eliminadas” por medio del
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secado de la materia prima y los esfuerzos de corte durante la molienda. No existe
evidencia en la literatura acerca de la ubicacion de los compuestos flavonoides en la
corteza de eucalipto, pero en este trabajo el supuesto anterior es respaldado por la
localizacion principalmente exterior de compuestos polifenolicos que ha sido
observada en diferentes especies vegetales. Un ejemplo lo constituyen los
compuestos fenolicos localizados en el exterior de la epidermis de la especie vegetal
Brassica napus (Zobel, KuraS, y Tykarska, 1989); o el caso de los taninos y
antocianidinas de las flores de cacao, encontrdndose ambos compuestos en la
epidermis de las diferentes zonas florales (Alemanno, Ramos, Gargadenec, Andary,
y Ferriere, 2003). Salatino, Kraus, y Salatino (1993) también estudiaron la
localizacion de taninos en la planta Struthanthus vulgaris, descubriendo que estaban
presentes en el pericarpio de la fruta y en la corteza de la raiz y el tallo. Esta
ubicacién exterior de los flavonoides es explicada por su produccién como
metabolito secundario: las células vegetales los producen y depositan durante su
pérdida gradual de actividad vital, sugiriendo una funcién protectora basada en una
barrera quimica de compuestos fendlicos contra factores ambientales dafinos
(Alemanno y col., 2003).

Variados componentes estan generalmente involucrados en el proceso de extraccion.
Sin embargo, se supone que el extracto (fenoles totales, en este caso) puede ser
tratado como un compuesto tnico llamado “soluto”, lo que implica la suposicion de
que los comportamientos de los distintos extraibles con respecto al fenébmeno de
desorcion/adsorcion son lo suficientemente similares para ser descritos como un
pseudo-componente, el cual representa el comportamiento global (Del Valle &
Urrego, 2011; Cocero & Garcia, 2001; Perrut y col., 1997).

Las isotermas son medidas luego de un tiempo, correspondiente al tiempo para
alcanzar el cuasi-equilibrio de extraccion. Se asume que en este estado, no existe
diferencia entre la concentracion de soluto en el seno de la fase liquida y aquella en
el liquido presente en los poros de la matriz solida. Luego, mediante medicion de la

concentracion de soluto en el seno de la fase liquida transcurrido un tiempo
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suficiente, también se conoceré la concentracion de liquido contactando la superficie

del sélido.

5.8.2. Obtencion de corteza totalmente extraida
5.8.2.1. Ensayo Preliminar

Con la seleccion de las condiciones Optimas de extraccion en base al disefio de
experimentos previo, se llevo a cabo una extraccion de una etapa para determinar el
tiempo requerido para alcanzar el cuasi-equilibrio de cada sistema. Se llevaron a cabo
extracciones destructivas a tiempos de 1, 5, 15, 90, 720, 900 y 1440 min, analizando
posteriormente la concentracion de fenoles en la fase liquida, previa rotaevaporacion y
normalizacion de volumen a 200 mL. Se determind el tiempo en el cual se llego al cuasi-
equilibro, como aquel cuando ya no se percibio variacion siginificativa entre
concentraciones de fenoles de muestras tomadas sucesivamente. De esta forma, se
obtuvo el tiempo/etapa a utilizar en la siguiente etapa experimental. El ensayo se llevé a

cabo por triplicado.

5.8.2.2. Multiextraccion: obtencion de corteza totalmente extraida

Para la obtencion de un material sélido “totalmente” extraido, la corteza molida fue
sometida a un proceso multiextractivo, a las condiciones operacionales obtenidas a partir

del disefio experimental, hasta la no deteccion de fenoles totales en la fase liquida.

La extraccion se llevo a cabo mediante una configuracion batch, descrita en la Seccidn
5.3, en donde 4 g de corteza triturada fueron afiadidos a un matraz junto con el solvente.
La extraccion se llevd a cabo hasta que el cuasi-equilibrio fue alcanzado (tiempo/etapa
determinado de acuerdo a la Seccion 5.8.2.1). Luego de cada etapa, el refinado y la fase
liqguida fueron separados: la fase liquida fue sometida a rotaevaporacion y a
normalizacion de volumen utilizando agua milli-Q (100 mL), y la fase sélida —o
refinado- fue llevada a un horno a 140°C durante 24 h para eliminar el agua remanente.
La fase liquida fue almacenada para su anélisis de fenoles totales. Por otro lado, solvente

fresco fue afiadido al material solido ya seco de la etapa anterior y se llevo a cabo la
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extraccion nuevamente. Esto se repitio hasta que la etapa final fue alcanzada, es decir,
hasta que el soluto no fue detectado en la correspondiente solucién liquida. El refinado
de la ultima etapa, consistente en la corteza totalmente extraida, fue almacenado en un
refrigerador hasta su uso posterior para la determinacion de las isotermas de adsorcion.
Con los datos obtenidos a partir de estos experimentos, fue posible el calculo del factor
de fenoles iniciales, descrito en la Ecuacién 17, como propiedad de la materia prima en
estudio. En esta ecuacion, m,; corresponde a la masa de fenoles extraidos en la iésima
etapa, m, huevamente corresponde a la masa de corteza seca alimentada en la etapa 1 de

la multiextraccion y n es el numero total de etapas.

_ =1 Mp (17)

5.8.3. Extraccion de 1 etapa: obtencion de soluciones de extracto

Para llevar a cabo el experimento de adsorcion, ademas de la corteza totalmente
extraida, fue necesario un conjunto de soluciones de solvente con extracto a distintas
concentraciones de fenoles totales, para lograr obtener los distintos puntos que
conformaron a la isoterma de adsorcion. Para obtenerlas, se realizaron 6 extracciones de
1 etapa con diferentes razones sélido/liquido: 1/7, 1/10, 1/15, 1/20, 1/30, y 1/60 g/mL,
utilizando para todos los casos 70 mL de solvente. Antes de cada extraccion, el solvente
fresco fue sometido a medicion de fenoles totales (blanco). Una vez obtenida la solucion
liquida post-extraccion, se midié la concentracion de fenoles totales de ésta, previa
rotaevaporacion del metanol y normalizacion de los volimenes de todas las soluciones a
100 mL.

5.8.4. Determinacion de las isotermas de adsorcién

Matraces conicos fueron llenados con 1 g de la antes producida corteza totalmente
extraida. Luego, 10 mL de cada solucion de extracto obtenida previamente (Ver Seccion

5.8.3, 6 en total) fueron afiadidos a cada matraz, junto con metanol fresco. Para asegurar
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una suspension adecuada del material sélido en las soluciones con extracto, los matraces
fueron mezclados con un vortex. Luego, los matraces se introdujeron en un agitador
orbital, bajo agitacion constante de 200 rpm, para asegurar una mezcla homogénea de la
corteza en el solvente. El tiempo de cada etapa de adsorcion fue el determinado en la
Seccion 5.8.2.1. Este procedimiento fue llevado a cabo en triplicado para cada una de las
tres temperaturas que fueron estudiadas: 30, 50 y 60 °C.

Las fases liquidas resultantes fueron analizadas para cuantificacion de fenoles totales
mediante el método de Folin-Ciocalteu (Ver Anexo 2). La masa de soluto adsorbido en
la fase solida por masa de solido adsorbente, qe, fue obtenida mediante un balance de
masa (Ecuacion 18). Alli, C, corresponde a la concentracién inicial de fenoles en la fase
liquida y Ce es la concentracion en el equilibrio. V es el volumen de liquido y mg es la
masa de corteza seca alimentada.

V(Co - Ce)

qr.eads = T (18)

5.8.5. Validacién de isotermas de adsorcion

Mediante la comparacion de los datos experimentales obtenidos a partir de una
multiextraccion realizada a 50, 30 y 60°C con las concentraciones en el equilibrio y las
masas acumuladas de fenoles totales desde un balance de materia correspondiente, fue

posible validar las isotermas de adsorcion para ambas especies de eucalipto.

Las ecuaciones del balance de masa para el componente “fenoles totales” (F) en la

multiextraccion se muestran a continuacion:

Etapa j=1

Qe Fads  Msj = Wro Mg — CF,e,j : VL,j

_ MeFads
QeF,ads = / mg

Etapa j>1

Qe,F.ads,j Msj = MpRrj-1~ CrejVL;




47

Mg R,j-1 = YeF,ads,j-1 " Ms,j-1
Suponiendo que los fenoles que quedan producto de la humedad del refinado son
despreciables

Isoterma de adsorcion: q, rqas,j = f(Cr.e,j)

mp g j—1. Masa de fenoles totales en refinado (g GAE)

- mg ;. masa de corteza seca (matriz solida) (g corteza seca)

- Qer.aas- fraccion de fenoles adsorbidos sobre matriz solida en el equilibrio (g GAE/g
corteza seca)

- V- volumen de fase liquida (L)

- Cr,.,j- concentracion de fenoles en solvente en el equilibrio (g GAE/L)

5.9. Parametros termodinamicos

Con los datos de equilibrio del proceso a las tres temperaturas estudiadas, se llevo a cabo
el célculo de los pardmetros termodinamicos AG?, AH® y AS° a través de la relacion
fundamental de equilibrio, Ecuacion 7 y un ajuste al grafico de van’t Hoff (Ecuacion
12).

5.10. Cinética de adsorcion

Para el estudio de la cinética de adsorcion, se contacto corteza totalmente extraida de
ambas especies de eucalipto con la solucion obtenida a partir del paso indicado en la
Seccion 5.8.3, para una razon solido/liquido de 1/60, de concentracion de fenoles totales
conocida. La mezcla de refinado y solucion de fenoles fue puesta en un matraz, el cual
se llevo a agitacion en ambiente termoregulable (agitador orbital Bench Top Incubator
NBL-205) a 50°C a una velocidad de agitacién de 200 rpm. Se realizaron ensayos
destructivos a 5, 10, 15, 20, 30, 60, 120 y 180 minutos. Las fases sélida y liquida fueron

separadas mediante filtracion al vacio, y la fase liquida fue sometida a andlisis de fenoles
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totales, previa rotaevaporacion y normalizacién de volumen a 100 mL utilizando agua

milli-Q. Los experimentos fueron conducidos en triplicado.

5.11. Analisis Estadistico

Los andlisis fueron realizados en triplicado, y los resultados expresados como promedio
+ desviacion estandar. Los analisis estadisticos fueron realizados mediante analisis de
varianza (ANOVA), el cual, junto con las superficies de respuesta, fue realizado en el
software Statgraphics Plus 4.1. Los gréaficos fueron elaborados mediante el programa
GraphPad Prism 6 y en Microsoft Office Excel, 2013.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Pretratamiento de las muestras

6.1.1. Secado de corteza

El secado de corteza de E. globulus y E. nitens resulto en valores de humedades finales
de 8.81+0.125 % y 10.2 + 0.205 %, respectivamente. Los valores de rendimiento de
extracto y de fenoles totales calculados posteriormente, fueron referidos a una base de
corteza seca. Bown y Lasserre (2015) midieron la humedad contenida en corteza de E.
globulus, obteniendo como resultado un 18.8%; sin embargo, la cantidad de humedad
remanente en la corteza depende de diversos factores externos, como la localizacién del
arbol y la estacion en la que se realiza la cosecha (Bown y Lasserre, 2015). F. A. Santos,
Alban, Frankenberg, y Pires (2016) midieron la humedad de corteza de eucalipto
(especie sin identificar) obteniendo un valor de un 11%, valor mas cercano a los

obtenidos en este estudio.
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6.1.2. Tamizaje de la corteza molida

El tamizaje de la corteza molida para ambas especies, presentd un porcentaje de corteza
molida cercano a un 40% para fracciones menores a 0.59 mm para el caso de E. globulus

y de 30% para el caso de E. nitens (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentajes masicos obtenidos para tamizaje de corteza molida de E. globulus y E. nitens.

Tamafo (mm) | Porcentaje en masa (%)

<0.08 11.6

0.08-0.35 12.6

E. globulus | 0.35-0.59 16.4
0.59-0.85 28.5

0.85-1 20.7

>1 10.2

Tamafio (mm) | Porcentaje en masa (%0)

<0.08 5.0

0.08-0.35 8.7

E. nitens | 0.35-0.59 17.0
0.59-0.85 1.9

0.85-1 50.1

>1 17.3

(Fuente: Elaboracion propia)

6.2. Caracterizacion de las particulas de corteza

6.2.1. Caracterizacion fisica de los poros de la corteza

El tamafio de poros de la corteza extraida fue calculado mediante el método de Barrett,
Joyner and Halenda (1951) (BJH). Para la especie E. globulus, el tamafio de poros
obtenido fue de 5.0122 + 0.12154 nm y para E. nitens, 7.0604 + 0.11215 nm,
encontrandose ambas especies en el rango de los mesoporos. Ademas, la distribucion de
microporosidades fue estudiada mediante el meétodo empirico de anélisis
semicuantitativo basado en el gréfico-t (Ver detalles en Anexo 4). De acuerdo a los
resultados obtenidos, el volumen de los microporos resultd en valores negativos,

indicando la ausencia de este tipo de porosidad para ambas especies.



50

Kumar, Man, y Woo (2014) estudiaron la efectividad del uso de polvo de corteza de
pino como biosorbente. Su caracterizacion indico un tamafio de poro de 4.47 nm (para
particulas de tamafio de 0.55-0.75 mm), similar a los valores obtenidos en este estudio
para especies de eucalipto. Estos autores también indicaron un poder biosorbente alto
para la remocion de fenoles desde una solucion acuosa, indicando que esto podria
también extrapolarse a la corteza en estudio. F. A. Santos y col. (2016) caracterizaron
corteza de eucalipto molida de un tamafio de particula <0.25 mm para su potencial uso
como biosorbente, obteniendo un tamafio de poro de 5.27 nm, resultado acorde con los

obtenidos en este estudio para E. globulus y nitens.

La medicion de las areas superficiales de ambos tipos de especie de eucalipto es
mostrada en la Tabla 6. Alli puede verificarse que las concentraciones de fenoles totales
obtenidas en el equilibrio de extraccion (normalizadas por el &rea BET), a iguales
condiciones de operacion para ambas especies, resultaron ser semejantes, sugiriendo que
el comportamiento de ellas se asimila al momento de efectuar una extraccién de sus
compuestos hidrosolubles. Mas aun, el area obtenida para cada especie resulta ser muy
cercana. Pragnesh, Satindar, y Ekta (2011) midieron el area BET para corteza molida de
E. citriodora, obteniendo un valor de 20.47 m?/g, sin embargo, el tamafio de particula
utilizado fue <0.5 mm vy, ademas, el material no fue sometido a extraccion previa de
compuestos hidrosolubles adsorbidos. En efecto, Lima y col. (2013) indicaron que un
60% de los compuestos extraibles logran ser removidos desde corteza de eucalipto,
utilizando solo agua a 80°C, principalmente, compuestos fenolicos y azucares (glucosa,
xilosa) y lignina, sugiriendo que la falta de tratamiento extractivo previo puede afectar el

area total superficial medida.
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Tabla 6. Area BET y concentracion de fenoles totales obtenida en el equilibrio de extraccién (normalizada por area
BET) para ambas especies de eucalipto.

Especie Area BET (m%g Concentracion de equilibrio
corteza seca) normalizada por area (mg
GAE/m?)"
E. globulus 52.25 £ 0.2584 0.734 £ 0.017
E. nitens 53.17 £ 0.2952 0.698 + 0.011

* Obtenida a partir de extraccion utilizando una razén sélido liquido de 1/60 g/mL, 50°C y 50% (v/v) metanol/agua
(Fuente: Elaboracion propia)

Los resultados anteriores, igualmente demuestran el potencial de la corteza de eucalipto
como biosorbente de bajo costo, como ya se mencion0 previamente, para la remocion de
sustancias contaminantes. Pragnesh y col. (2011) estudiaron el potencial de la corteza de
E. citriodora para la remocion desde agua de negro de eriocromo-T, un tipo de tintura
utilizada para telas altamente contaminante, demostrando ser eficiente al lograr una
remocién de un 77.33% de la solucion contaminante. Asi mismo, Mishra,
Balomajumder, y Agarwal (2010) estudiaron el posible uso de distintos biosorbentes
para la remocion del i6n Zn (I1) desde solucién acuosa. Entre ellos, la corteza de E.
globulus result6 ser la mas eficiente, con una remocion de 1.68 mg de Zn/g de corteza
para un tamafio de particula de 0.5 mm. F. A. Santos y col. (2016), por su parte,
demostraron la capacidad de la corteza de eucalipto molida en la adsorcion de cromo

desde aguas residuales.

6.2.2. Caracterizacion morfologica

En las Figuras 9 y 10 se muestran las imagenes obtenidas desde analisis por SEM de la
corteza extraida y no extraida. El aspecto fibroso de ambos tipos de especies, observados
en ambas figuras, puede ser explicado porque el floema de la corteza de eucalipto es
uniforme y caracterizado por capas tangenciales de células parenquimaticas axiales, que
se encuentran intercaladas por regiones fibrosas, representando un 50 y un 27.9% de la
composicion del floema secundario (Quilhd, Pereira, y Richter, 1999). Es por tanto
esperable que la fractura producto de la molienda ocurra en las regiones
parenquimaticas, las cuales son delgadas y fragiles. En general, esto es posible pues las

especies de eucalipto “descartan” las capas peridérmicas mas antiguas (0 ritidomas), y
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solo mantienen un delgado recubrimiento peridérmico sobre el floema secundario
(Quilhd, Pereira, y Richter, 2000).

Para ambas especies, pueden identificarse modificaciones superficiales de la corteza al
ser ésta sometida a multiextraccion de sus compuestos hidrofilicos, utilizando como
solvente una mezcla de metanol/agua (50% v/v). Las cortezas no extraidas revelan un
tejido formado por células rotas, cubiertas con residuos (debidos al proceso de molienda)
(Ver Figuras 9y 10, A y B). Por su parte, las cortezas extraidas demuestran cantidades
menores de residuos en su superficie, especialmente para el caso de la especie E. nitens
(Ver Figura 10, Cy D).

Se identificaron ademas estructuras globulares sobre la superficie de la corteza de ambas
especies, posterior al proceso multiextractivo, asociadas a la condensacion de lignina
(Ver Figura 9, D y Figura 10, C y D). Estudios han mostrado que este fendmeno se
encuentra relacionado con la severidad de las condiciones de extraccion. A altas
temperaturas, las moléculas de lignina se vuelven mas fluidas, y luego se unen,
formando gotas dentro de la matriz de la pared celular. Una fraccion de esta lignina es
forzada a migrar a la superficie externa, debido a las presiones hidrostaticas dentro de las
capas de la pared celular. Luego de contactarse con el solvente, éstas pueden volver a
depositarse sobre la superficie de la biomasa cuando se produce el enfriamiento (Selig y
col., 2007).

Otros cambios morfoldgicos significativos no fueron observados.
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Figura 9. Visualizacion mediante SEM de corteza molida (0.08-0.59 mm) (A) y (B) E. globulus no extraida (C) y (D)
E. globulus luego de un proceso multiextractivo (5 etapas). Se especifican en verde estructuras globulares
identificadas.

(Fuente: Elaboracién propia)
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X1,000 10pm  —

Figura 10. Visualizacion mediante SEM de corteza molida (0.08-0.59 mm) (A) y (B) E. nitens no extraida (C) y (D)
E. nitens luego de un proceso multiextractivo (5 etapas). Se especifican en verde estructuras globulares identificadas.
(Fuente: Elaboracién propia)
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6.3. Ensayos cinéticos preliminares: influencia del tamaiio de particula en la

cinética de extraccion

En procesos batch, investigaciones del mezclado fisico revelan que éste es acompafiado
de los fenémenos de conveccion y difusion. EI proceso convectivo resulta de la
agitacion de la fase fluida. En otras palabras, este procedimiento es sobrepuesto sobre el
sistema y su magnitud puede ser facilmente controlada. La difusion, por su parte, es un
proceso inherente, sobre el cual el experimentador normalmente tiene poco control
(Karlberg & Pacey, 1989). Sin embargo, una forma de mejorar y controlar las cinéticas
de extraccion, consiste en reducir el tamafio de las particulas solidas sometidas al
proceso extractivo, lo que provoca una reduccién de su resistencia interna a la
transferencia de masa, debido a un acortamiento de las distancias de las vias difusivas de
las moléculas de adsorbato. Asi mismo, la molienda del material solido para la
produccién de particulas mas pequefias, causa incrementos en su area superficial
especifica, asi como una ruptura de las paredes celulares y otro tipo de barreras internas
que aportan resistencia a la transferencia de masa, logrando por tanto una mayor

accesibilidad del solvente al compuesto a extraer (Araus y col., 2009).

Es por esto que, previo al trabajo de extraccion de fenoles a partir de corteza molida de
eucalipto, se realizé un estudio referente al efecto del tamafio de particula, en la cinética
de extraccion. Esto, principalmente, con el fin de descartar una posible localizacion del
adsorbato dentro de la matriz sélida, y por tanto, el incumplimiento del supuesto que
infiere que los compuestos fendlicos se encuentran adsorbidos sélo en la superficie de la

matriz.

Para estudiar el fendmeno cinético descrito, se realizaron extracciones utilizando 4
distintos rangos de tamafios de particula: 0.08-0.35 mm, 0.35-0.59 mm, 0.59-0.85 mm y
0.85-1 mm. Las extracciones fueron llevadas a cabo a 30°C, con una razén solido/liquido
de 1/50 g/mL y utilizando como solvente una mezcla metanol/agua (50 % v/v). Se

realizaron ensayos destructivos a distintos tiempos de extraccion: 0, 1 min, 5 min, 15
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min, 90 min, 12 h, 15 h y 24 h. Luego de cada extraccion, se realizaron analisis de
concentracion de fenoles totales mediante la metodologia de Folin-Ciocalteu a las
soluciones resultantes. Los ensayos se realizaron para ambas especies de eucalipto en

triplicado.

Los resultados obtenidos son mostrados en la Figura 11 para ambas especies. Para los
dos casos, las curvas de concentracion vs. tiempo demuestran que a medida que el
didmetro de particula aumenta, la curva es desplazada a menores concentraciones de
fenoles extraidas, demostrando que la velocidad de extraccion aumenta al disminuir el
tamafo de las particulas, siendo un resultado esperado, debido a la reduccion del largo
de las vias difusivas, y por tanto, el soluto tarda menos tiempo en alcanzar la superficie
(Cacace y Mazza, 2003; Franco, Pinelo M Fau - Sineiro, Sineiro J Fau - Nunez, y
Nunez, 2007; Wongkittipong, Prat, Damronglerd, y Gourdon, 2004).
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Figura 11. Comportamiento cinético de la extraccion de compuestos fendlicos para distintos diametros de particula de
la matriz solida (A) E. globulus (B) E. nitens.
(Fuente: Elaboracion propia)

Los rendimientos de extraccion obtenidos, cumplidas las 24 h de extraccion, son
tabulados en la Tabla 7. Se llevd a cabo un analisis de varianza para identificar
diferencias significativas para cada caso. Para ambas especies se ve que los tamafios mas
pequefios de particulas utilizados (0.08-0.35 y 0.35-0.59 mm) resultaron en los mayores

rendimientos de extraccion, siendo ademas, estadisticamente iguales. Franco y col.
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(2007) estudiaron el efecto del tamafio de particula en la extraccion batch de compuestos
fendlicos a partir de rosa mosqueta, mediante el uso de etanol. Los resultados indicaron
que a menor tamarfio de particula (<0.6 mm), los rendimientos de extraccion obtenidos

fueron 3 veces mayores a los obtenidos para tamafios de particulas de 1-2 mm.

Tabla 7. Andlisis de varianza de rendimientos obtenidos a 24 h de extraccion, utilizando distintos tamarios de
particula. Valor p<0.05. Método LSD

E. globulus
Rango Rendimiento Grupos
didmetro promedio (mg Homogéneos
(mm) GAE/g corteza seca)
0.85-1 34.084 X
0.60-0.85 - 36.624 X
0.35-0.59 138455 X
0.08-0.35 - 38.366 X
_E.nitens
Rango Rendimiento Grupos
didmetro promedio (mg Homogéneos
(mm)  GAE/gcorteza seca)
0.85-1 = 44,695 X
0.60-0.85 48.745 NVE X
0.35-059 52405 X
0.08-0.35 - 52.980 X

(Fuente: Elaboracion propia)

En el contexto de la validacién de la suposicién que indica la presencia de fenoles solo
de tipo superficial en las particulas de corteza de eucalipto, los resultados anteriores
indicaron que a partir de un cierto tamafio de particula (<0.59 mm) la variacion en el
rendimiento de extraccion no fue significativa. La existencia de compuestos fenodlicos al
interior de la matriz sélida generaria un gradiente de concentracion dentro del material
(Hostettmann y col., 2014), el cual a su vez, provocaria variaciones en el rendimiento de
extraccion con variaciones del tamafio de sélido. Como la variacion en el rendimiento es
provocada hasta un cierto tamafio de material, esto puede atribuirse a vias difusivas mas

extensas y/o a material atrapado al interior de paredes sélidas (Ver Figura 12).
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se decidié mezclar la corteza perteneciente
a los dos rangos de tamafio de particulas menores, y llevar a cabo los estudios

posteriores utilizando este tamafio de material sélido (0.08-0.59 mm).

Nucleo no
permeable de la

R Capa permeable de la

/ matriz solida

Soluto disuelto en
solvente

Soluto atrapado
dentro de la
particula

Figura 12. llustracion de los diferentes casos envueltos en la extraccion de solutos a partir de una matriz sélida. Se
especifican las distintas posiciones en las que puede encontrarse el soluto, al momento del contacto con la fase liquida
extractora.

(Fuente: Adaptacion de Hostettmann y col. (2014))

6.4. Diseiio de experimentos

Con el fin de obtener pardmetros de proceso que permitan un proceso multiextractivo
Optimo, se realizd un disefio experimental utilizando el método de superficie de
respuesta basado en un disefio Box-Behnken, con 3 puntos centrales afiadidos y una
réplica experimental.

El efecto de la razén solido/liquido (R S/L), la temperatura y la concentracion de
metanol en agua (%m/w) sobre el rendimiento total de extracto (R), los fenoles totales
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(FT) y la capacidad antioxidante (CA), fue investigado para ambos tipos de corteza.
Luego, el objetivo de la optimizacién fue encontrar un conjunto de condiciones que
maximizaran las tres respuestas en estudio, dentro del intervalo de condiciones definido

para los factores.

Los resultados experimentales son mostrados en el Anexo 5. El andlisis de regresion
maultiple realizado para cada respuesta predicha, generd las ecuaciones polinomiales de
segundo orden mostradas en la Tabla 8. Asimismo, en esta tabla también se muestra el
parametro estadistico R? para cada regresion obtenida. Para todos los casos, se
obtuvieron valores de R? mayores a 80%, indicando un buen ajuste del modelo
cuadratico a los datos experimentales (los modelos explican un alto porcentaje de la

variabilidad de cada respuesta).

En la Tabla 8 también se muestran los valores p obtenidos para la prueba de falta de
ajuste para la determinacion de la adecuacion del modelo para la descripcion de los
datos experimentales. Luego, se puede asegurar que los modelos obtenidos son
adecuados para los datos observados, con un 95% de confianza.

Estudios previos han mostrado una correlacion lineal entre el contenido total de fenoles
y la capacidad antioxidante de ciertos compuestos (Cai, Luo Q Fau - Sun, Sun M Fau -
Corke, y Corke, 2004; Dudonne, Fau, Fau, Fau, y Merillon, 2009; VVazquez y col., 2008;
Vazquez y col., 2012). Es asi como estas dos variables fueron graficadas y
correlacionadas linealmente (Figura 13) para verificar la existencia de una relacién
lineal, obteniéndose un coeficiente R? de 94.4% para E. globulus y de 96.8 % para E.

nitens.
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Tabla 8. Modelos cuadraticos y parametros estadisticos obtenidos a partir de disefio experimental para ambas especies

de eucalipto.
E. globulus
Respuesta Modelo predictivo R? Valor p (falta de
ajuste)
Rendimiento (% ¢ | 10.4686 + 0.06386*Y1 + | 90.1% 0.1613
extracto/ corteza 2.2195* ¥2 — 0.6651*
g Y12 0.9137* Y22
seca)
Fenoles totales 35.7235 + 1.4416* Y1+ | 82.4% 0.0501
1.9714*Y, + 1.9097* Y3
(mg GAE/g  corteza | g 57155 'y,2 g 1420
seca) Y3?
Capacidad 32.4764 + 1.2905* Y1 + | 82.4% 0.2007
. 1.7151* Y, + 1.7678* Y,
antioxidante (mg AA/g | 5.7866% Y2
corteza seca) 7.29193* Y42
E. nitens
Rendimiento (% g | 10.8355 +2.8874* Y, + | 87.1% 0.0768
2.9950* Y3 + 2.77064*
extracto/g corteza vi
seca)
Fenoles totales 49.3569 + 1.2952* Y1+ | 89.0% 0.0732
(mg GAE/g corteza | 4.8427* Yo+ 2.2341* Y;
seca) —9.2526* Y2 — 3.6062*
Y22 — 13.1054* Y42
Capacidad 44,791 + 1.72691*Y, + | 88.3% 0.1999
antioxidante (m 4.18802* Y, + 1.94785*
9| Vs 8.95713* Y2
AA/g corteza seca) 2.8891* Y- 11.6913*
Y3?

Y1: % miw
Y2: R S/L
Y3s: Temperatura

Los valores de las variables estan especificados en sus unidades codificadas

(Fuente: Elaboracion propia)
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Figura 13. Relacion entre fenoles totales y capacidad antioxidante obtenida para ambas especies de arbol (A) E.
globulus (B) E. nitens.
(Fuente: Elaboracién propia)

6.4.1. Superficies de respuesta y analisis de influencias de factores

La superficie de respuesta para la funcion de deseabilidad para la especie E. globulus es

mostrada en la Figura 14. Se observa que para valores intermedios de temperatura y
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para altos valores de razon sélido liquido, la funcién global fue maximizada. EI mismo
comportamiento fue obtenido para la especie E. nitens. Lo anterior puede ser explicado
de acuerdo a la influencia de los factores en cada respuesta. En el caso del rendimiento,
para E. globulus la R S/L tuvo la mayor influencia sobre su valor. Para el caso de E.
nitens, la R S/L y la temperatura tuvieron similar influencia sobre su valor. En las
Figuras 15 A y B se muestran las superficies de respuesta para el rendimiento de E.
globulus y nitens, respectivamente, en donde el %m/w fue mantenido constante (nivel 0,
50%). Alli se observa que para el caso de E. globulus, existié una Unica y clara
influencia positiva de la R S/L sobre la respuesta rendimiento. Por otro lado, para E.
nitens, valores altos de R S/L y temperatura, generaron rendimientos altos del extracto

obtenido.

Para la respuesta fenoles totales (y capacidad antioxidante), por otro lado, el caso de la
especie E. globulus resulté con una fuerte influencia cuadrética de la temperatura y del
%m/w. Esto puede ser visualizado mas claramente en la Figura 15 C, en donde para una
R S/L fija (1/33.3), valores intermedios de %m/w y de temperatura resultaron en un
valor maximo de fenoles totales. Similar comportamiento de la respuesta fenoles totales
fue obtenida para la especie E. nitens (Ver Figura 15 D), sin embargo, ésta poseyd
ademas una influencia considerable del factor R S/L. En la Figura 15 E puede verse que
para mayores valores de R S/L se obtuvo un mayor contenido de fenoles totales para la

especie E. nitens.

El hecho de que valores intermedios de temperatura generen valores 6ptimos de fenoles
totales extraidos es una tendencia que ha sido observada en estudios previos (I. Mota et
al.,, 2013; Inés Mota et al.,, 2012). Esto ha sido atribuido a aceleraciones en la
degradacion de compuestos fendlicos, causada por altas temperaturas utilizadas durante
el proceso extractivo. El hecho, sin embargo, de que el rendimiento de extraccion se vea
favorecido por altas temperaturas es asociado a una mayor obtencion de carbohidratos a

estas condiciones. Lo anterior, debido a que a altas temperaturas, la difusion del solvente
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en la matriz sélida y la solubilidad de compuestos (ademas de fendlicos) se ve mejorada
(Spigno, Tramelli, & De Faveri, 2007).
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globulus.
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Los valores Optimos obtenidos de las condiciones de operacion para cada especie de

arbol son resumidos en la Tabla 9. Para ambos casos, la maximizacién de respuestas

apunta al uso de la mayor razon solido/liquido (1/60 g/mL). La posibilidad de obtener

mejores resultados utilizando mayores razones solido/liquido se ve opacada por lo

perjudicial, desde el punto de vista econémico, que se torna el utilizar altas cantidades

de solvente.

Tabla 9. Condiciones y respuestas obtenidas mediante optimizacién maltiple para especies de eucalipto en estudio.

Especie %m/w R S/L T Rendimiento | Fenoles Capacidad
(g/mL) | (°C) | (% g totales (mg antioxidante
extracto/g GAE/g cort. (mg &c.
cort. seca) seca) ascorbico/g
corteza seca)
E. globulus  51.7 1/60 46.8 | 11.774 37.888 34.370
E. nitens 51.4 1/60 53.0 | 16.126 48.065 43.853
*E. globulus | (etanol/agua) | - 825]5.2 17 -
(Mota y col., | 52 %
2012)

(Fuente: Elaboracion propia; en *: Mota y col. (2012))
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Una comparacion entre las respuestas maximizadas para ambas especies demuestra que
la especie E. nitens obtuvo mayores valores de rendimiento y contenido fendlico (y por
tanto, capacidad antioxidante) que E. globulus. Ademas, los valores de estas respuestas
para ambas especies fueron mayores a otros encontrados en la literatura. Vazquez y col.
(2008) estudiaron la extraccion batch de corteza de E. globulus utilizando diferentes
solventes, obteniendo un rendimiento de 5.19% cuando una mezcla metanol/agua 50%
v/v fue utilizada como solvente, (la mitad del valor obtenido en este trabajo para la
misma especie), y un contenido fendlico total de 10.4 mg GAE/g corteza seca, valor 3.5
veces menor al obtenido aqui. Resultados similares fueron obtenidos por Mota y col.
(2012) para la extraccion de corteza de E. globulus utilizando una mezcla etanol/agua
(50% v/v) (Ver Tabla 9). Cadahia, Conde, de Simon, y Garcia-Vallejo (1997), a su vez,
extrajeron corteza de E. globulus con una mezcla de metanol/agua (80% V/v),
obteniendo un contenido fendlico total de 22.8 mg GA/g corteza seca, valor cercano al
alcanzado en este trabajo, pero aun menor. No existe informacion en la literatura sobre
la extraccion de corteza de E. nitens. Con respecto a la capacidad antioxidante, la
especie E. nitens obtuvo un valor comparable con las frutas del cactus Pitaya, cuyos
componentes hidrofilicos han reportado tener actividad antioxidante: la cereza, con una
CA de 30.5 mg AA/g alimentados; la fruta amarilla, con 42.0 mg AA/g alimentados y la
fruta blanca, con 43.4 mg AA/g alimentados (Beltran, Oliva, Gallardo, y Osorio, 2009).
Las capacidades antioxidantes obtenidas en este trabajo fueron también comparadas con
antioxidantes comerciales, tales como el BHT, trolox y la taxifolina (Niokhor,
Stevanovic, y Cloutier, 2009). A pesar de que las actividades antioxidantes de los dos
ultimos compuestos comerciales resultan ser mayores a la de los extractos de corteza de
E. globulus y E. nitens (trolox: 1080 mg AA/g muestra, taxifolina: 1070 mg AA/g
muestra versus 337.1 mg AA/g extracto seco para E. globulus y 285.3 mg AA/g extracto
seco para E. nitens), estos excedieron la capacidad antioxidante del BHT (120 mg AA/g

muestra).

Los resultados anteriores claramente confirman el alto potencial de estos tipos de corteza

como una fuente de compuestos fendlicos, con propiedades antioxidantes asociadas.
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6.4.2. Validacion del modelo obtenido

El modelo obtenido a partir del disefio experimental requiere ser validado. Para esto, se
llevaron a cabo las extracciones correspondientes a ambos tipos de corteza, a las
condiciones Optimas obtenidas (Tabla 10). Fue posible una concordancia satisfactoria
entre los pardmetros predichos y medidos experimentalmente, ya que las diferencias

estuvieron en el mismo rango de las desviaciones estandar de las determinaciones.

Tabla 10. Valores predichos y experimentales de las respuestas 6ptimas obtenidas.

Especie E. globulus E. nitens

Rendimiento Predicho | Experimental | Predicho | Experimental

(% g extracto/g cort. 11.77 1041+£1.21 16.13 15.11+£1.03

seca)

Error relativo (%) 13.06 6.750

Fenoles totales (mg  Predicho @ Experimental = Predicho | Experimental
GAE/g cort. seca) 37.89 36.90 + 1.26 48.07 46.76 + 2.01
Error relativo (%) 2.683 2.802
Capacidad antioxidante Predicho | Experimental | Predicho | Experimental
(mg AA/g corteza seca)

34.37 35.09+ 151 43.85 43.11+1.22

Error relativo (%) 2.052 1.717

(Fuente: Elaboracion propia)

6.5. Identificacion del tiempo para alcanzar el equilibrio

Mediante una extraccion en una etapa y utilizando las condiciones dptimas conseguidas
a partir del disefio experimental (Ver Seccidn 6.4), se obtuvieron las curvas cinéticas de
la Figura 16. De acuerdo a las pruebas estadisticas realizadas, solo aquellos puntos

sobre 15 minutos resultaron ser iguales (p>0.05). Por lo tanto, para tener certeza del
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equilibrio, se realizaron las pruebas de extraccion durante 2 h/etapa, para asi asegurar

alcanzar el equilibrio, y al mismo tiempo, reducir los costos de operacion.
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Figura 16. Curvas cinéticas para cada especie de eucalipto. Coincidencia de letras indica muestras estadisticamente
iguales (p>0.05)
(Fuente: Elaboracion propia)

6.6. Estudio de las interacciones soluto/solido

6.6.1. Obtencién de corteza totalmente extraida

Mediante la multiextraccion de corteza de ambas especies de eucalipto, fue posible el
calculo del factor de fenoles iniciales, como caracteristica de la materia prima en
estudio. Los valores obtenidos fueron 0.0438 + 0.0012 g GAE/g corteza seca para E.
globulus y 0.04526 + 0.0035 g GAE/g corteza seca para E. nitens. Estos valores fueron

necesarios para llevar a cabo los balances de masa subsecuentes para la multiextraccion.

6.6.2. Extraccion de una etapa: obtencidn de soluciones de extracto

Se llevo a cabo la extraccion en una etapa para ambas especies de eucalipto, a las
condiciones de operacion Optimas obtenidas a partir del disefio experimental, para
distintas razones sélido/liquido (Tabla 11), de forma de obtener soluciones de extracto a

distintas concentraciones.
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Puede visualizarse que a medida que se disminuyo la razon sélido/liquido, las cantidades
de fenoles totales obtenidas fueron mayores. El mismo comportamiento fue obtenido por
Dreisewerd y col. (2016) para la extraccion de artemisinina desde la especie de planta
Artemisia annua y por Wright (2015) para la extraccion de compuestos fendlicos a partir
de corteza de Pinus contorta. Lo anterior es causado por la saturacion previa del
solvente en los procesos con mayor razon solido/liquido, debido a la mayor cantidad de
solido utilizado para un mismo volumen de solvente. Ademas, el resultado es consistente
con los principios de la transferencia de masa, en donde la fuerza impulsora durante la
transferencia dentro del sélido corresponde al gradiente de concentracién, el cual es
mayor cuando una menor razon sélido/liquido es usada, resultando en un incremento de

la velocidad difusiva.

Tabla 11. Concentraciones de soluciones conteniendo extracto hidrosoluble, obtenidas a partir de extracciones de 1

etapa.
Concentraciones (mg GAE/g corteza seca)
Razon sélido/liquido (g/mL) | E. globulus E. nitens
1/7 | 28.2 + 0.593 26.0 £ 0.105
1/10 | 29.5 £ 0.545 30.0 £ 0.107
1/15 | 33.6 £ 0.274 39.8 £0.232
1/20 | 34.6 £ 0.198 43.0 £ 0.508
1/30 | 35.5 £ 0.415 45.1 + 0.803
1/60 | 38.1 £ 0.192 46.9 + 0.610

(Fuente: Elaboracion propia)

6.6.3. Determinacion de las isotermas de adsorcion

Los resultados obtenidos de acuerdo a la adsorcién de compuestos fendlicos sobre
corteza (extraida previamente) de ambas especies de eucalipto son mostrados en la
Figura 17, A y B. Para ambos casos, se observa un claro aumento de la capacidad
adsortiva de la corteza para mayores concentraciones de fenoles. Ademas, para el rango
de temperatura estudiado, la adsorcion fue favorecida con la disminucion de la
temperatura, indicando que el proceso fue exotérmico. Autores indican que la adsorcion
es usualmente un proceso exotérmico, debido a su espontaneidad (Dreisewerd y col.
(2015); Li y col. (2015)). En efecto, Li et al. (2015) en su estudio sobre la adsorcién de
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compuestos flavonoides sobre resinas macroporosas, comprobaron un aumento de la
afinidad del soluto por la fase sélida a menores temperaturas. La misma tendencia fue
obtenida por Rani y Sud (2015), quienes estudiaron la adsorcion del pesticida triazopo
sobre particulas de suelo. Abdelwahab y Amin (2013), por su parte, estudiaron la
remocion de fenol desde una solucion acuosa, a partir del uso del biosorbente vegetal
luffa cylindrica. Los resultados de su estudio indicaron que el porcentaje adsorbido de
fenol aumentdé para menores temperaturas, justificando este fendmeno por el
debilitamiento de las fuerzas adsortivas entre los sitios activos del adsorbente y las
especies fendlicas, y también entre moléculas adyacentes de fenol sobre la fase
adsorbida para altas temperaturas. A pesar de lo anterior, es sabido que para el caso de
adsorciones de compuestos organicos desde soluciones acuosas, el comportamiento
opuesto (endotérmico) puede ser observado (Fontecha, Lépez, Alvarez, y Moreno, 2006;
Terzyk, 2004). Lo anterior es causado porque el proceso adsortivo no es solo
influenciado por las interacciones soluto/sélido, sino que también por las interacciones
soluto/solvente y solvente/sélido (Dreisewerd y col., 2015). Un ejemplo de esto, es el
estudio llevado a cabo por Muhammad y col. (2010), quienes estudiaron la adsorcién del
compuesto organico B-caroteno sobre monolito recubierto de carbono, obteniendo
incrementos de la adsorcion con aumentos de la temperatura, indicando que se deberia a
un aumento de la velocidad difusiva en los poros, de las moléculas de adsorbato, debido
a que la difusion es un proceso endotérmico. Quadri (1995) indicé que si bien aumentos
de la temperatura generan aumentos de la velocidad de difusion molecular del adsorbato
al interior de la particula adsorbente; por otro lado, aumentos de temperatura del sistema
tambien favorecen el efecto contrario aumentando la desorcion de las moléculas. De
hecho, el proceso regenerativo de carbones activados consiste en tratamientos térmicos a
altas temperaturas. Este efecto se debe al hecho de que la solubilidad del adsorbato se
encuentra en directa relacion con el aumento de la temperatura, prefiriendo el adsorbato

en este caso a permanecer en solucion.
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6.6.4. Modelacién de isotermas de adsorcion

Se realiz6 la adecuacion de las isotermas de adsorcion obtenidas a 30, 50 y 60 °C para

ambas especies de eucalipto. Un modelo lineal (ecuacion de Henry) de la forma



72

mostrada en la Ecuacion 19 fue utilizado debido a la previa observacién de los datos
experimentales, en donde K representa al coeficiente de particion entre ambas fases en el

equilibrio.

qr.eads = K- CF,e,L (19)

Se ajustaron, ademas, las isotermas experimentales al modelo de isoterma de Freundlich
(Ver Ecuacidn 3). Para esto, se comprobd, primeramente, el ajuste a la forma linealizada
del modelo (Ver Tabla 3). Para llevar a cabo lo anterior, se graficd log(ge) versus
log(Ce) para ambas especies, obteniendo los ajustes mostrados en la Figura 23 del
Anexo 6.1 (para una temperatura de 50°C). Ademas, fue realizado un ajuste no lineal de
la isoterma de Freundlich. Los datos también fueron modelados mediante el modelo de
Langmuir (Ver Ecuacion 2), utilizando su forma linealizada (Ver Tabla 3) y los ajustes
no lineales mediante minimizacion de distintas funciones de error. Asi mismo, se realiz6
un ajuste lineal y los correspondientes no lineales de los datos al modelo de isoterma de
D-R (Ver Ecuacion 4 y Tabla 3). Tanto para el ajuste al modelo de D-R como para el
de Freundlich y Langmuir no linealizados, se utilizaron 3 distribuciones de error a
minimizar: SSE, EABS y MPSD. Las funciones de error son mostradas en la Tabla 18
del Anexo A.6.2 con sus correspondientes sumas de errores normalizados (SNE), y
también se indican los valores de R? de cada una de las isotermas linealizadas y no
linealizadas. De alli, puede concluirse que el ajuste no lineal basado en la minimizacion
de la ditribucion de error SSE permite un ajuste mas eficiente de los datos
experimentales para ambas especies de eucalipto, en todos los modelos de isoterma y
para todas las temperaturas estudiadas. Lo anterior, en base a los menores valores de
SNE y mayores valores de R? obtenidos para este caso. Variados autores en estudios
anteriores han demostrado la consistencia de la linealizacion y la no linealizacion de
ajustes para la modelacion de isotermas (Foo y Hameed, 2010), sin embargo, ya que en

otros estudios también se ha descubierto la inconsistencia de la linealizacion, se
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aconseja, en general, una interpretacion de los datos de adsorcién a través de un proceso

de regresion lineal, y otro no lineal.

Finalmente, los parametros de las isotermas ajustadas son mostrados en las Tabla 12 y
13 para las 3 temperaturas estudiadas, para E. globulus y E. nitens, respectivamente. Alli
también se muestran los valores de R? de los ajustes, junto con los “indices de seleccion
de modelo”, o MSC. Este indice se encuentra en el contexto de la diversidad de formulas
matematicas que pueden ajustar los datos de una isoterma. La eleccién del modelo puede
tener una gran influencia sobre la prediccion de la transferencia del soluto (Brusseau,
1998; Hinz, Gaston, y Selim, 1994). Limousin y col. (2007) indican que un modelo ideal
de isoterma verifica 4 propiedades fundamentales: debe ser efectivo, comprensivo,
realistico y predictivo. Autores recomiendan un método de ajuste paso a paso (Hinz y
col., 1994; Limousin y col., 2007), intentando primero ajustar los modelos mas simples a
los datos experimentales (como se hizo en este trabajo), y luego, eligiendo modelos méas
complejos, solo si es necesario. Debe tenerse en cuenta que el modelo elegido debe ser
apropiado, basado en el conocimiento mecanistico del sistema. Asi es como Saiers y
Hornberger (1996) proponen aplicar este indice como “criterio de seleccion de modelo”
(MSC, por sus siglas en inglés, ver Ecuacion 20), en donde el modelo con el mayor
valor de MSC debe ser considerado como el que mejor ajusta los datos. Este tipo de
criterio cuantitativo tiene la ventaja de tomar en cuenta el nimero de pardmetros

ajustados, asi como un célculo clasico de minimos cuadrados.

MSC = ln( ;1=1(ql' - ‘?)2 ) _ 2a

— 20
Z?:l(Qi - Qmi)z d ( )

En donde d es el numero de datos experimentales, a« es el nimero de parametros
ajustados, gi es la iesima observacion experimental, g es el promedio de datos y gmies la

iésima concentracion calculada.

De la Tabla 12, puede identificarse que para la especie E. globulus el modelo con el

mayor valor de MSC fue el de Freundlich para todas las temperaturas evaluadas. Para E.
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nitens (Ver Tabla 13), por su parte, el modelo de Freundlich alcanzd los mayores
valores de MSC solo para las temperaturas 30 y 50 °C. A 60°C el modelo lineal fue el
que cumplio esta condicion, seguido por el modelo de Freundlich. Sin embargo, debe
notarse que el modelo de Freundlich, en este caso, obtuvo el mayor valor de R%. Mas
aun, el modelo lineal representa un caso especial del modelo de Freundlich para 1/n=1, y
si bien es efectivo en su prediccién, este modelo perfectamente lineal es poco realista en
la préctica. En cuanto al modelo de Langmuir, la descripcion propuesta para los datos de
equilibrio fue buena, pero no mejor que la obtenida por Freundlich. Lo anterior, basado
en los indices R? y MSC. Cabe destacar que los modelos de Langmuir y Freundlich son
modelos empiricos basados en la adsorcién de gas sobre la fase sélida (Foo y Hameed
2010), sin embargo el modelo de Freundlich ha sido méas popular y efectivo para la
prediccién de sistemas liquido-sélido (Coulson y Richardson, 2013). Por lo anterior, el

modelo de Freundlich fue el elegido para la descripcion de los datos experimentales.

El ajuste eficiente obtenido para el modelo de Freundlich indica una nocién del
mecanismo de adsorcién, el cual se encuentra relacionado con una adsorcién de tipo no
ideal, reversible, con una distribucién de calores de adsorcion y afinidades sobre la
superficie heterogénea. Los valores del coeficiente del modelo de Freundlich 1/n, o
factor de heterogeneidad de la superficie, son cercanos a 1 para ambas especies de
eucalipto, confiriendo solo una minima curvatura al modelo obtenido e indicando que la
superficie es solo levemente heterogénea en cuanto al calor de adsorcién y afinidad con
el adsorbato. Otra forma de interpretacion de la cercania de 1/n a 1 es que la distribucion
del adsorbato entre la fase liquida y sélida fue la misma, o ésta fue incrementando a la

misma velocidad.



Tabla 12. Parametros de isoterma y valores de los indices R? y MSC de los modelos para especie E. globulus.

Especie Temperatura Modelode  Pardmetros R? MSC
(°C) isoterma ajustados (%)
30 Lineal K=0.08940 (L/g)  99.50 3.14
Freundlich ~ Kr=0.04886 98.12 3.29
1/n=1.143
Langmuir  K¢=1.012 x 10 96.98 2.80
(L/mg)
0s=8946 (mg/qg)
D-R Ka¢=1.025 x 10* 83.84 0.976
(mol/J)?
Qs=9.065 (mg/g)
50 Lineal K=0.05908 (L/g)  99.67 3.39
Freundlich  Kr=0.03114 99.49  4.60
1/n=1.146
Langmuir  K.=1.001 x 10 98.29 3.38
E. globulus
(L/mg)
0s=5913 (mg/qg)
D-R Kag=2.829 x 10* 91.21 1.67
(mol/J)?
Qs=7.092 (mg/g)
60 Lineal K=0.03389 (L/g)  99.10 2.80
Freundlich  Kr=0.01592 98.57 3.56
1/n=1.168
Langmuir  K=1.070 x 10° 95.82 2.46
(L/mg)
0s=3392 (mg/qg)
D-R Ka¢=5.820 x 10* 91.73 1.73

(mol/J)?
Qs=5.623 (mg/g)

Nota: Valores de Kr poseen unidades de (mg/g)(L/mg)*"
(Fuente: Elaboracion propia)
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Tabla 13. Parametros de isoterma y valores de los indices R? y MSC de los modelos para especie E. nitens.

Especie Temperatura Modelode  Parametros R? MSC
(°C) isoterma ajustados (%)
30 Lineal K=0.08904 (L/q) 98.75 273
Freundlich  Kg=0.2672 99.89 6.16
1/n=0.7890
Langmuir  K=2.272 x 10° 99.84 6.08
(L/mg)
0s=42.90 (mg/g)
D-R Ka=4.814 x 10* 9409 210
(mol/J)?
Qs=19.24 (mg/qg)
50 Lineal K=0.05765 (L/g) 97.72  4.85
Freundlich  Kr=0.2177 99.27 425
1/n=0.7396
E nitens Langmuir  K=3.491 x 10* 98.67 3.64
(L/mg)
0s=26.65 (mg/g)
D-R Ka=4.893 x 10* 80.29 0.62
(mol/J)?
Qs=11.51 (mg/g)
60 Lineal K=0.03337 (L/g) 9751 1.81
Freundlich  Kg=0.1597 99.44 451
1/n=0.6883
Langmuir  K.=4.697 x 103 98.75 3.70
(L/mg)
gs=12.46 (mg/Q)
D-R Ka=3.183 x 10* 87.90 1.30

(mol/J)?
Qs=6.074 (mg/g)

Nota: Valores de Kr poseen unidades de (mg/g)(L/mg)¥/"
(Fuente: Elaboracion propia)
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6.6.5. Validacion de isotermas de adsorcion

Basado en balances de materia del proceso multiextractivo y en el contenido inicial de
fenoles de la corteza de ambas especies de eucalipto (factor de fenoles iniciales),
conocido desde la multiextraccion realizada (Ver Seccién 6.6.1), las isotermas de
adsorcion fueron validadas mediante comparacion con las concentraciones medidas y las

masas acumuladas en cada etapa de la multiextraccion.

De acuerdo al ajuste de los datos experimentales, el modelo de Freundlich fue el elegido
como el mas apropiado, dentro del rango de concentraciones estudiadas. En la Figura 18
se muestran las concentraciones de fenoles totales y sus masas acumuladas en cada
etapa, tanto para los datos experimentales, como para los obtenidos en base a las
isotermas de adsorcién anteriores, para ambas especies de eucaliptos a 50°C. En ella,
puede visualizarse que existe una concordancia aceptable entre las concentraciones y
masas acumuladas predichas y las experimentales, comprobando que el procedimiento
experimental para la obtencion de las isotermas de adsorcion fue apropiado para el
sistema compuestos fendlicos/corteza de eucalipto. Ademas, se puede identificar que
para la especie E. globulus, la extraccion finaliza luego de 4 etapas, sin embargo, para la
especie E. nitens, esta resulta casi totalmente extraida ya en la tercera etapa. Lo anterior
tiene sentido si se considera la pendiente levemente menor que posee la isoterma de
adsorcion de la especie E. nitens, indicando que los compuestos fendlicos poseen menor
afinidad por la fase solida, para iguales condiciones de extraccidén con la especie E.
globulus, y por tanto, su extraccién se facilita. Una concordancia aceptable de los datos

fue tambien obtenida para las temperaturas 30 y 60°C.
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Masa acumulada Modelo

Figura 18. Comparacion datos experimentales y obtenidos por modelo de isoterma de adsorcion para multiextraccion

de 5 etapas. 50°C. Isoterma de tipo lineal.

(Fuente: Elaboracion propia)
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6.7. Parametros termodinamicos

En la Tabla 14 se muestran los parametros termodindmicos obtenidos desde la constante
de Freundlich, Kg. Esta constante fue previamente adimensionalizada mendiante la
Ecuacion 21 (Tran y col., 2016), en donde p(T) corresponde a la densidad dependiente
de la temperatura, de una mezcla 50% v/v de metanol/agua.

K

Ke = 1000

(1000 - p(T))Y/" (21)

Tabla 14. Pardmetros termodinamicos y valores de Kc y E para ambas especies de eucalipto.

Especie  Temperatura K¢ AG°(kJ/m AH°(kJ/mol) AS°(J/mol) E

(°C) ol) (kJ/mol)
E. 30 300.8 -14.37 -20.92 -21.39 0.06984
globulus

50 199.2 -14.22 0.04204

60 138.3 -13.65 0.02931
E. nitens 30 12.99 -6.46 -50.11 -143.4 0.03223

50 5.383 -4.52 0.03197

60 1.958 -1.86 0.03128

(Fuente: Elaboracion propia)

El parametro AH? provee informacion acerca de la naturaleza exotérmica (AH°<0) o
endotérmica del proceso adsortivo (AH°>0) (Jethave, Fegade, Attarde, y Ingle, 2017).
Ambas especies de eucalipto obtuvieron valores negativos de AH?, confirmado la

naturaleza exotérmica del proceso bajo estudio.

El cambio de energia libre de Gibbs es un factor critico para la determinacion del grado
de espontaneidad de la adsorcion. El proceso adsortivo ocurrira de forma favorable y de
forma espontanea a una temperatura dada, si AG° exhibe un valor negativo (Tran y col.,
2016). Los valores negativos de AG° a todas las temperaturas sugieren que el proceso de
adsorcion ocurrié favorable y espontaneamente. Adicionalmente, el valor absoluto de

AG° fue disminuyendo con el aumento de la temperatura. Se postula que un valor “mas
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negativo” de AG® se encuentra asociado con una adsorcion energéticamente mas
favorable, por lo tanto, los valores obtenidos para ambas especies confirmaron que el

fendmeno en estudio fue mas favorable a una temperatura menor.

Por su parte, la magnitud y signo de AS° juegan un rol importante al dilucidar si la
organizacion de las moléculas de adsorbato sobre la superficie adsorbato/adsorbente
durante la adsorcidn, se vuelve menos aleatoria (AS°<0) o mas aleatoria (AS°>0). Todos
los valores de AS° obtenidos fueron negativos, indicando que el movimiento de las
moléculas de compuestos polifendlicos durante el proceso de adsorcién, fue de una
forma més ordenada (Li y col., 2015).

Tran y col. (2016) indicaron que la magnitud de la entalpia de adsorcién (o calor de
adsorcion) puede dar una nocion del tipo de adsorcion, siendo fisica para AH°<40
kJ/mol, o quimica para valores mayores a 40 kJ/mol. Los bajos valores de entalpia de
adsorcion obtenidos para ambas especies indicaron que la adsorcion fue de tipo fisica.
Estos autores, también indicaron que las energias de adsorcion, E, calculadas desde el
modelo de isoterma de D-R, pueden proveer informacion util sobre el tipo de adsorcion:
E<8 kJ/mol para adsorciones fisicas y E>16 kJ/mol para adsorciones quimicas. Todos
los valores de E obtenidos fueron menores a 8 kJ/mol (Tabla 14), confirmando el
mecanismo de adsorcion de tipo fisica.

Otros parametros, ademas de AH®, que pueden proveer informacion acerca de la
naturaleza exotérmica o endotérmica de la adsorcidon son Kg, Qsy E. Una inspeccién de
los valores de Kr (Tabla 12 y 13) —y por tanto, K¢ (Tabla 14)-, constante caracterizada
como la fuerza de adsorcion indica que, éstos decrecieron con el incremento de la
temperatura, para ambas especies de eucalipto, confirmando la adsorcion preferente de
las moléculas a bajas temperaturas. Por otra parte, las capacidades de adsorcion,
representadas por gs en el modelo de Langmuir y Qs en el modelo de D-R, disminuyeron
con el aumento de la temperatura, reflejando la naturaleza exotérmica del fendmeno en
estudio, tanto para E. globulus como para E. nitens. Finalmente, las energias libres de

adsorcion, E, calculadas desde el modelo de D-R, decrecieron con el incremento de la
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temperatura para ambas especies, siendo la tendencia més notable para la especie E.
globulus. Todo lo anterior, confirma que el proceso adsortivo fue de tipo exotérmico.

6.8. Cinética de adsorcion

La cinética de adsorcion para ambas especies de eucalipto (Ver Figura 19) fue estudiada
con el fin de indagar si el equilibrio fue un proceso instantaneo, de forma independiente
a los posibles fendmenos de interferencia asociados a la extraccion en si misma (Ver
Seccion 3.6.3). Alli, se observa que el equilibrio de adsorcion tarda aproximadamente 20
minutos en alcanzarse. Es muy frecuente que se asuma que el equilibrio de adsorcion es
alcanzado de forma instantanea durante la extraccion de solutos desde matrices solidas
(Marrone, Poletto, Reverchon, y Stassi, 1998; Sovové, 2005), sin embargo, de acuerdo a
los resultados presentados en esta seccién, se infiere que este tipo de suposicion pueda
ser incorrecta. El retardo en conseguir el estado de equilibrio puede deberse a un proceso
lento de transferencia de masa (adsorbato) desde el seno de la solucidn de extracto hasta
el interior de la matriz sélida y/o por una lenta adsorcion en si misma. El estado actual
de este trabajo no permite una identificacion de la causa, sin embargo, si es el proceso de
adsorcion es el que genera el retardo en alcanzar la condicién de equilibrio, las
suposiciones que indican que el equilibrio es alcanzado de forma instantanea podrian
conducir a resultados equivocados. Mas ain, Abdelwahab y Amin (2013) indican que en
los modelos cinéticos, es usual asumir que la velocidad global de adsorcién es
exclusivamente controlada por la velocidad de adsorcién del soluto sobre la superficie
de la fase adsorbente, y que la difusion intraparticular y el transporte de masa externo
pueden ser despreciados. Ademas, indican que la velocidad de adsorcion sobre la
superficie puede ser representada en la misma forma que una velocidad de reaccion
quimica. La adsorcion de flavonoides sobre resina macroporosa indicd un tiempo de
adsorcion de 2 horas (Li y col., 2015), tiempo mayor al obtenido en este estudio,
posiblemente ligado a la presencia de microporos y al retardo en la difusion interna del
absorbato. Kumar y col. (2014), por su parte, estudiaron la cinética de adsorcién de

fenoles sobre corteza molida de pino (Pinus desinflora), la cual posee un diametro de
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poro similar a los obtenidos en este trabajo. El equilibrio para este caso fue alcanzado a

los 20 minutos, orden de tiempo similar al obtenido en este trabajo.

Ce [g eq. &c. gal./L](x10-3)

o
(2]
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Cinética de adsorcion de compuestos fendlicos

en cortezas de eucalipto

Figura 19. Cinética de adsorcion de compuestos fenolicos en corteza de E. globulus y nitens. 50°C, RS/L 1/60

(Fuente: Elaboracién propia)
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CONCLUSIONES

e Didmetros de particula inferiores a 0.59 mm alcanzaron una concentracion de
equilibrio Unica y un aumento de la velocidad para llegar a ésta, indicando una
disminucion del fendmeno difusivo y del posible atrapamiento de adsorbato en el

interior de la matriz porosa.

e Particulas de corteza de E. globulus y nitens presentaron mesoporos y areas
superficiales BET similares. La visualizacion mediante SEM indic6 cambios
superficiales de la corteza luego del proceso extractivo, y presencia de lignina

como estructura globular, para ambas especies de eucalipto.

e Corteza de E. globulus y E. nitens presentaron condiciones Optimas similares,
pero rendimientos y concentracion de fenoles levemente mayores para E. nitens,

indicando una extraccion mayor de compuestos fendlicos.

e Las isotermas de adsorcion indicaron un comportamiento exotérmico y un claro
aumento de la capacidad adsortiva de la corteza para mayores concentraciones de

fenoles en la fase liquida, en el equilibrio.

e Las isotermas de adsorcion lineal, de Freundlich y de Langmuir ajustaron los
datos experimentales de forma apropiada, siendo modeladas finalmente por la
isoterma de Freundlich, al cumplir ésta con ser efectiva y realista en su

modelacion.

e La obtencidn de isotermas de adsorcion de forma independiente de la cinética de
extraccion fue validada mediante su uso en balances de masa de una
multiextraccion, adecuandose eficientemente a los datos experimentales

correspondientes.
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Los pardmetros termodinamicos indicaron una adsorcion de compuestos
fendlicos sobre corteza de E. globulus y E. nitens de tipo exotérmica y

espontanea, y con un mecanismo de naturaleza fisica.

Se establecieron datos fisicos de las matrices sélidas en estudio y datos de
equilibrio del sistema compuestos fendlicos/corteza de E. globulus y E. nitens,
para su uso en futuros estudios de modelacion matematica y disefio de
fitoextracciones de fenoles desde estos subproductos forestales, buscando

generar un producto valorado en el mercado.
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ANEXOS

Anexo 1: Muestreo de arboles
Al.1l. Protocolo de muestreo

Seleccion de la muestra:

e Se seleccionan 6 arboles en total; 3 arboles de la especie E. nitens cuyo didmetro
medio (DAP) debid estar en el rango de 36 a 40 cm, y 3 arboles de la especie E.
Globulus cuyo didmetro medio debio estar en el rango de 20 a 26 cm. Este dato

fue registrado en la hoja de datos.

e EI corte para realizar el volteo debio situarse a no mas de 15 cm del suelo, este

dato quedd registrado como altura de tocén.

e Seregistrd la altura total del arbol.

Al.2. Hojas de muestreo

Letra de identificacion: Arbol 1

Especie: E. nitens

Identificacion del predio: Los Castafios FCSA, Rodal 9404

Dia de recolecciéon: 17/12/2015




Tabla 15. Especificaciones de arbol n°1 utilizado en este estudio.

Medida Medicion (m)
DAP 0.36
Altura de tocon 0.15
Altura total 35

(Fuente: Elaboracion propia)

Letra de identificacion: Arbol 2

Especie: E. nitens

Identificacion del predio: Los Castafios FCSA, Rodal 9404

Dia de recoleccion: 17/12/2015

Tabla 16. Especificaciones de arbol n°2 utilizado en este estudio.

Medida Medicién (m)
DAP 0.38
Altura de tocon 0.15
Altura total 37

(Fuente: Elaboracion propia)

Letra de identificacion: Arbol 3

Especie: E. nitens

Identificacion del predio: Los Castafios FCSA, Rodal 9404

Dia de recolecciéon: 17/12/2015
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Tabla 17. Especificaciones de arbol n°3 utilizado en este estudio.

Medida Medicion (m)
DAP 0.36
Altura de tocon 0.15
Altura total 32

(Fuente: Elaboracion propia)
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Anexo 2: Cuantificacién de fenoles totales

El ensayo de Folin-Ciocalteu se basa en la transferencia de electrones del compuesto
antioxidante al molibdeno, contenido en el reactivo de Folin-Ciocalteu. De esta forma,

se forma un complejo azulado que presenta absorbancia a 765 nm (Grandén, 2012).

El procedimiento consiste en preparar una solucién madre de cada muestra con 0.01 g de
extracto en 10 mL de agua milli-Q, y posteriormente se realiza una dilucién 10, tomando
1 mL de la solucion madre y aforando hasta 10 mL con agua milli-Q. Luego, en un tubo
de ensayo se mezclan: 0.25 mL de la solucion diluida con extracto a analizar, 1.25 mL
de reactivo comercial Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, Alemania) (diluido en agua milli-
Q en proporcion 1:10) y 1 mL de una solucién acuosa de Na,COs al 7.5 % (p/v). La
mezcla se calienta en bafio termorregulado a 45°C, por 15 min. Pasado este tiempo, se
mide la absorbancia de la muestra en espectrofotémetro UV-VIS doble haz (Techcomp,
UV2300, China) a una longitud de onda de 765 nm.

Para el célculo de fenoles totales a partir de los valores de absorbancia obtenidos, se
utiliza la Ecuacion 22, la cual comprende el uso de un factor de equivalencia obtenido

mediante calibracion previa del equipo (Ver Figura 20).

F. = AbSextracto ) D
r A Cextracto - 1000

(22)

En donde,

Fr: Concentracion de fenoles totales (g GAE/g extracto)

Absextracto: Absorbancia del extracto

A: Factor de equivalencia, obtenido a partir de la curva de calibracién (0.0116 (L/mg
acido galico))

D: Dilucion de la muestra

Cextracto: Concentracion de extracto (g/L)
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El valor de Absextracto S€ 0btuvo mediante la correccion previa del valor blanco
(Ecuacion 23), que corresponde a la absorbancia obtenida cuando en lugar de extracto,

se agregan 0.25 mL de agua milli-Q.

AbSextracto = Absym — Absy, (23)

En donde,
Absextracto: Absorbancia del extracto
Absm: Absorbancia medida por el equipo para las muestras de sobrenadante

Absp: Absorbancia medida para el valor blanco

y = 0.0116x

Curva de Calibracién Acido Galico
R? = 0.9991

1,0
0,8 /
0,6 /
0,2 /

0 20 40 60 80 100
mg acido galico/L

Absorbancia

Figura 20. Curva de calibracion para la determinacion de fenoles totales.
(Fuente: Elaboracién propia)
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Anexo 3: Cuantificacion de capacidad antioxidante

Este método se basa en la estabilidad del radical 1,1- difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) lo
cual se atribuye a la deslocalizacion del electron desapareado, esto también le otorga una
coloracion violeta caracterizada por una banda de absorcion, en solucion metandlica,
centrada alrededor de 517 nm. Cuando una disolucion de DPPH entra en contacto con
una sustancia que puede donar una atomo de hidrdgeno o con otra especie radical (R.) se
produce la forma reducida DPPH-H 6 DPPH-R con la consecuente pérdida del color y
por lo tanto la pérdida de la absorbancia. En resumen el método evalla la capacidad del
extracto de secuestrar radicales libres, desactivandolos e imposibilitandolos a propagar

la oxidacion.

Se prepara una solucion DPPH 0.1 mM. Se prepara también una muestra del extracto a

analizar en metanol, con concentracion conocida.

Muestra: mezclar 1 mL de la solucion anterior con 2 mL de solucion DPPH.
Blanco: mezclar 1 mL de metanol con 2 mL de solucion DPPH.

Control: mezclar 1 mL de solucién de anterior con 2 mL de metanol.

Incubar por 30 minutos protegido de la luz y medir absorbancia a 517 nm en

espectrofotometro

Calcular la actividad anti-radical con la Ecuacion 24.

A —A
%Actividad antirradical = [1 — ( muesZa wnmﬂ)] 100 (24)
blanco

% AA, corresponde a la actividad antirradical en porcentaje.
Amuestra, COrresponde a la absorbancia de la muestra.
Acontrol, COrresponde a la absorbancia del control.

Awianco, COrresponde a la absorbancia del blanco.
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Anexo 4. Caracterizacion fisica de poros

La distribucion de microporosidades fue estudiada mediante el método empirico de
andlisis semicuantitativo basado en el grafico-t. Béasicamente, las isotermas de las
muestras en estudio son comparadas con las formas de isotermas de referencia.
Desviaciones horizonales desde la isoterma recta que indica no-porosidad, infieren la
presencia de microporos, mientras que desviaciones verticales revelan mesoporos (Ver
Figura 21). El volumen de microporos puede ser calculado mediante extrapolacion de

una linea recta, desde la isoterma hacia el eje y (Storck, Bretinger, y Maier, 1998).
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Figura 21. Estandares para comparacion de isotermas para indagacion de distribucion de micro y mesoporos.
(Fuente: Storck y col. (1998))
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Anexo 5: Valores experimentales obtenidos para disefio Box-Behnken.

Especie E. globulus:

FACTORES RESPUESTAS
Porcentaje Razon Temperatura X1 X1 * X Xy * X3 X3 *
metanol/agua | soélido/liquido (°C)
(9/mL)
33.33 (-1) 1/10 (-1) 45 (0) 6.815 5.188 23.856 22.856 21.489 21.255
66.66 (1) 1/10 (-1) 45 (0) 6.026 7.107 26.862 25.637 25.055 23.259
33.33 (-1) 1/60 (1) 45 (0) 11.517 10.519 32.971 35.657 29.776 32.366
66.66 (1) 1/60 (1) 45 (0) 11.589 10.689 35.392 31.134 31.028 27.987
33.33 (-1) 1/35 (0) 30 (-1) 9.328 10.453 17.042 15.956 16.058 14.348
66.66 (1) 1/35 (0) 30 (-1) 9.294 10.688 21.852 22.108 19.759 20.055
33.33(-1) 1/35(0) 60 (1) 10.427 10.015 18.644 24533 16.675 22.058
66.66 (1) 1/35 (0) 60 (1) 9.998 9.893 22.798 28.798 20.987 26.545
50 (0) 1/10 (-1) 30 (-1) 8.082 7.020 26.737 27.383 24.055 24.899
50 (0) 1/60 (1) 30 (-1) 11.662 11.622 25.931 23.279 23.987 21.025
50 (0) 1/10 (-1) 60 (1) 7.698 8.086 28.726 29.054 25.875 26.587
50 (0) 1/60 (1) 60 (1) 11.337 12.602 29.646 28.644 26.987 26.756
50 (0) 1/35(0) 45 (0) 10.250 10.530 34.055 35.797 30.875 31.987
50 (0) 1/35 (0) 45 (0) 10.323 9.624 36.315 35.402 33.055 32.258
50 (0) 1/35(0) 45 (0) 9.646 10.771 36.135 37.887 31.999 35.987

X1: Rendimiento (% g extracto/g corteza seca)
X2: Fenoles totales (mg GAE/g corteza seca)
Xs: Capacidad antioxidante (%)

*: Replica

100



Especie E. nitens:
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FACTORES RESPUESTAS
Porcentaje Razon Temperatura X1 X1 * X Xy * X3 X3 *
metanol/agua | soélido/liquido (°C)
(9/mL)
33.33 (-1) 1/10 (-1) 45 (0) 9.174 8.689 26.507 26.465 22.957 22.897
66.66 (1) 1/10 (-1) 45 (0) 7.128 9.181 29.357 28.810 27.488 27.845
33.33 (-1) 1/60 (1) 45 (0) 12.646 11.077 42.834 41.884 37.875 37.048
66.66 (1) 1/60 (1) 45 (0) 12.118 13.520 48.420 47.709 44.900 42.549
33.33 (-1) 1/35 (0) 30 (-1) 10.495 7.320 25.663 23.949 22.985 19.997
66.66 (1) 1/35 (0) 30 (-1) 10.792 11.171 23.992 25.826 20.989 24.258
33.33(-1) 1/35(0) 60 (1) 17.127 16.457 27.950 28.375 24.985 25.790
66.66 (1) 1/35 (0) 60 (1) 16.987 16.898 28.618 31.618 25.449 28.688
50 (0) 1/10 (-1) 30 (-1) 7.670 8.991 29.177 30.090 27.948 28.052
50 (0) 1/60 (1) 30 (-1) 15.124 13.325 30.504 31.502 28.585 29.016
50 (0) 1/10 (-1) 60 (1) 11.616 11.444 33.564 33.862 31.445 30.485
50 (0) 1/60 (1) 60 (1) 20.554 21.727 35.731 36.731 33.052 33.102
50 (0) 1/35 (0) 45 (0) 11.353 11.712 49.066 48.560 44.255 43.875
50 (0) 1/35(0) 45 (0) 11.948 10.698 46.714 50.103 41.987 44.255
50 (0) 1/35(0) 45 (0) 10.919 11.534 48.824 52.874 47.585 46.790

X1: Rendimiento (% g extracto/g corteza seca)
X2: Fenoles totales (mg GAE/g corteza seca)
X3s: Capacidad antioxidante (%)

*: Replica
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Anexo 6: Ajustes de modelos de isoterma a datos de equilibrio para ambas especies

de eucalipto

A6.1. Ajuste modelo de Freundlich linealizado a datos experimentales. 50°C

A

Gréfico del Modelo Ajustado
log(ge) = -0,83206 + 0,788242*og(Ce)
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B
Gréfico del Modelo Ajustado
log(ge)) = -0,614024 + 0,71362*log(Ce))
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Figura 23. Formas graficas de isotermas para la adecuacion a la forma linealizada de la isoterma de Freundlich. (A)
E. globulus (B) E. nitens. Datos a 50°C.
(Fuente: Elaboracién propia)
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A6.2. Suma de errores normalizados para isotermas de Freundlich, Langmuir y D-
R para E. globulus y E. nitens, a 30, 50 y 60°C.

Tabla 18. Coeficientes de ajustes lineales y no lineales para modelo de isoterma de adsorcién de Freudlich

E. globulus E. nitens

Freundlich Distribucion de error Freundlich Distribucion de error
Temperatura Lineal | SSE | EABS | MPSD | Temperatura Lineal | SSE | EABS | MPSD
30°C SNE | 4.756|3.856| 4.125| 4.036 30°C SNE | 4.756 |4.598 | 4.955| 4.876
R? 76(98.12| 95.69| 94.33 R? 98.54199.89| 95.2| 97.01
50°C SNE | 4.921|3.745| 3.994 | 4.763 500C SNE | 5.784| 4.71| 5.177| 5.63
R? 63.07|99.49| 95.65| 85.36 R? 87.2|99.27| 96.32 | 91.47
60°C SNE | 4.632|3.956| 4.762| 4.963 60°C SNE | 6.014|4.633| 5.499| 5.694
R? 78.69|98.57| 91.23| 90.62 R? 90.12|99.44| 96.25| 95.22

Langmuir Distribucion de error Langmuir Distribucion de error
Temperatura Lineal | SSE | EABS | MPSD | Temperatura Lineal | SSE | EABS | MPSD
30°C SNE 5.12114.025| 4.896| 4.321 30°C SNE | 5.215|4.741 5.1| 5.036
R? 75.63|96.98| 90.01| 93.25 R? 91.7/99.84 | 94.36| 94.85
500C SNE | 5.623|4.259| 4.521| 4.322 50°C SNE | 5.712| 5.1| 5.632| 5.198
R? 71.65|98.29| 93.17| 93.99 R? 91.41|98.67| 92.33| 97.41
60°C SNE | 5.889|4.369| 4.855| 4.531 60°C SNE | 5.85|4.996| 5.123| 5.694
R? 70.33]|95.82| 90.22 | 88.65 R? 95|98.75| 96.32| 94.23

D-R Distribucion de error D-R Distribucion de error
Temperatura Lineal | SSE | EABS | MPSD | Temperatura Lineal | SSE |EABS | MPSD
30°C SNE | 7.369|7.001| 7.199| 7.266 30°C SNE | 8.125|7.794| 8.36| 8.41
R? 80.21|83.84| 82.44| 82.12 R? 91.29|94.09| 90.74| 88.55
500C SNE | 7.445|6.401| 7.233| 7.241 50°C SNE | 9.655|8.956| 9.32] 9.251
R? 80.22|91.21| 85.66| 85.12 R? 70.14 180.29 | 74.19| 72.88
60°C SNE | 7.364|6.215| 7.129| 7.298 60°C SNE | 8.417| 8.14| 8.901| 8.84
R? 79.65|91.73| 81.66| 80.12 R? 85.29| 87.9| 79.24| 80.47

(Fuente: Elaboracion propia)




