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Introduccion

El Eucalipto (Eucalyptus spp.) es una especie arbdrea perteneciente a la familia de las mirtaceas,
originaria del sudeste de Australia y Tasmania. Actualmente, esta especie se encuentra distribuida
en gran parte del mundo, en Colombia crece entre los 1.000 y 2.000 m.s.n.m., representando una
de las especies forestales que se encuentran a gran escala en los departamentos del Cauca, Valle
del Cauca, Caldas, Risaralda, Narifio y Antioquia (R. Hernandez et al., 2006). En el afio 2020 el
departamento de Narifio presento un area cultivada de 27,2 ha de Eucalipto (Jaramillo y Velasquez,
2020). Segun Palma et al. (2021) el 11% del total del arbol de Eucalipto corresponde al follaje que
es desperdiciado, por lo tanto, se concluye que los residuos generados en el departamento son
aproximadamente 4.308 ton/m®. Por esta razon, se deduce que actividad forestal del Eucalipto
genera residuos de biomasa (hojas) que son acumulados en gran cantidad, estos residuos se
emplean normalmente como combustible o son desechados en los rellenos sanitarios sin algun tipo

de tratamiento previo.

Por otra parte, el Eucalipto se caracteriza por disponer de sustancias organicas volatiles, tales
como fenoles, cetonas, éteres, aldehidos, entre otros compuestos (Lipa, 2014). Asimismo, los
aceites esenciales comprenden una mezcla compleja de metabolitos secundarios segregados por las
plantas, incluyendo los componentes bioactivos presentes en las hojas y frutos, los cuales son de
alto interés en el campo investigativo y en el ambito comercial. Por consiguiente, se pretende
brindar una alternativa de aprovechamiento de los residuos generados por la actividad forestal del
Eucalipto, planteando la obtencion de tres coproductos a partir de las hojas del Eucalipto: aceite
esencial, componentes bioactivos (polifenoles y flavonoides) y etanol, empleando las técnicas de
destilacion por arrastre con vapor, extraccion solido-liquido asistida con ultrasonido vy

fermentacion alcoholica a escala laboratorio, respectivamente.
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1. Resumen del proyecto

El Eucalipto (Eucalyptus spp.) es una especie arborea perteneciente a la familia de las mirtaceas
que crece entre los 1.000 y 2.000 m.s.n.m. La explotacion forestal del Eucalipto se centra
exclusivamente en su tronco, ya que se destina a la industria papelera y maderera. En el
departamento de Narifio, se han cultivado alrededor de 27,2 ha de Eucalipto, lo cual sugiere que
los residuos generados por cada arbol talado equivalen a aproximadamente 4.308 ton/m® de

material.

Se realizo la extraccion del aceite esencial a partir de las hojas de Eucalipto recolectadas en el
municipio de San Lorenzo, Narifio. Este proceso incluyé la aplicacion de dos tratamientos: hojas
frescas (49,651% whb) y hojas secas (5,086% whb), se evalud la influencia del contenido de humedad
en el rendimiento de extraccion de aceite esencial, obteniendo un rendimiento del 0,102% para las
hojas frescas y del 0,101% para las hojas secas. Posteriormente, se determind la composicion
quimica del aceite esencial de Eucalipto empleando un andlisis de Cromatografia de Gases
acoplada a la Espectrometria de Masas (GC-MS), se evidenciaron 20 picos, destacando los
siguientes componentes principales: 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol (Fitol) (14%), Acido
Octadecanoico (2,19%), 1,8-Cineol (Eucaliptol) (1,13%) y Limoneno (0,54%).

Seguidamente, se llevo a cabo la cinética de extraccidn de los componentes bioactivos presentes
en los residuos de Eucalipto, generados durante la obtencién del aceite esencial. El objetivo fue
evaluar los factores frecuencia (37 kHz y 80 kHz) y tiempo méximo de extraccion. Adicionalmente,
se determinaron los parametros de la cinética: temperatura de 45 °C, relacion soélido-liquido de
1/60 g/mL, % v/v de etanol/agua del 50%. Para cuantificar el contenido total de polifenoles (TPC)
y el contenido total de flavonoides (TFC), se emplearon las metodologias de Folin-Ciocalteau y
cloruro de aluminio, respectivamente. Los resultados revelaron que la frecuencia optima para la
obtencion de componentes bioactivos fue de 37 kHz, con un tiempo maximo de extraccion de 15
minutos para TPC, alcanzando un valor de 6.138,922 mg GAE/100 g de peso fresco (FW).
Asimismo, se determind que el tiempo optimo para TFC fue de 45 minutos, obteniendo un valor
de 4.761,656 mg CE/100 g FW.
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Para realizar el proceso fermentativo, se tomaron los residuos generados en la extraccion solido-
liquido asistida con ultrasonido, en donde se encontrd que el porcentaje de etanol presente en la
muestra fue de 5,4% (v/v) teniendo en cuenta la NTC 5113:2022, y un valor de Yp/s (rendimiento
del producto sobre sustrato) correspondiente a 48,8%. Finalmente, se concluye que el
aprovechamiento integral de los residuos de la actividad forestal del Eucalipto es del 13,74% en
base seca, confirmando asi la hipotesis de investigacion al superar el rendimiento esperado del
10%.

1.1. Descripcion del problema

El beneficio comercial del Eucalipto se remite solo al tronco debido a que se utiliza en la industria
papelera y maderable para la fabricacion de muebles y otro tipo de bienes. Por lo tanto, se
aprovecha entre 78-82% de la biomasa, y el porcentaje restante, perteneciente al follaje del arbol,
entre un 11-18% (Palma et al., 2021) es desperdiciado. Segin R. Hernandez et al. (2006) en
promedio crecen 1.600 arboles de Eucalipto por ha con una densidad de 0,9 ton/m?. En Colombia
se reportd que para el afio 2019, 141.000 ha cultivadas correspondieron a coniferas y mirtaceas, de
las cuales 60.000 fueron usadas para la produccion de papel (Fernandez-Agullé et al., 2015; Sarria-
Villa'y Gallo-Corredor, 2019).

Jaramillo y Velasquez (2020) mencionan que para el afio 2020 el departamento de Narifio conto
con un area cultivada de 27,2 ha de Eucalipto, que representan aproximadamente 43.520 arboles,
por lo tanto, los residuos generados por arbol se estiman en 4.308 ton/m?®. Este material usualmente
se lo emplea para compostaje y procesos de combustién provocando impactos negativos, puesto
que se contribuye a la emision de gases que afectan significativamente la contaminacion
atmosférica (Roig et al., 2018). Adicionalmente, se considera que el rendimiento del proceso para
obtener energia a partir de estos residuos es bajo, por lo que en la mayoria de ocasiones son

desechados en rellenos sanitarios sin algun tipo de tratamiento previo.

1.2. Pregunta de investigacion
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¢Cudl es el porcentaje de aprovechamiento integral de los residuos generados por la actividad
forestal del Eucalipto (Eucalyptus spp)?

1.3. Justificacion

Colombia es un pais altamente biodiverso reconocido por su variedad de ecosistemas, lo cual
conduce a que disponga de una vegetacion distintiva que se enriquece con sus especies endémicas.
Debido a esto, es posible encontrar una amplia gama de plantas que contienen aceites esenciales y
compuestos de alto interés, facilitando la investigacion y desarrollo de nuevos productos
(Torrenegra et al., 2019).

En primer lugar, el aceite esencial de Eucalipto se destaca por ser empleado para la fabricacion
de diferentes productos que son altamente valorados en industrias como, la alimentaria, cosmética,
agricola y farmacéutica (Amaya y Sandoval, 2020). Los polifenoles y flavonoides son relevantes
tanto por su actividad antioxidante (Limam et al., 2020), como por su aporte industrial debido a
sus caracteristicas antimicrobianas y antitumorales. Igualmente, se utilizan como posible sustituto
de los antioxidantes sintéticos usados comunmente como el hidroxitolueno butilado (Mota et al.,
2012). Por altimo, el etanol que es un compuesto con propiedades fisicas y quimicas ampliamente
reconocidas en diversas areas industriales. Entre sus aplicaciones se encuentran su uso como
disolvente en la produccion de medicamentos, cosméticos, perfumes, productos de limpieza, entre

otros.

Para la obtencidn del aceite esencial se encuentran diversos métodos que pueden ser empleados,
incluyendo la destilacion por arrastre de vapor, hidrodestilacion, destilacion previa maceracion,
extraccion con solventes, extraccién con fluidos supercriticos (EFS) y extraccion asistida con
microondas (Natividad, 2019). En este estudio, se empleo la destilacién por arrastre con vapor ya
que, segun Cedefio et al. (2019) esta técnica proporciona un mayor rendimiento y una mayor pureza
del aceite esencial en comparacién con otros métodos. Seguidamente, se efectué el método de
extraccion solido-liquido asistido con ultrasonido para obtener los componentes bioactivos del

Eucalipto. De acuerdo con Palma et al. (2021), este proceso presenta diversas ventajas técnicas,
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tales como una mayor eficiencia y rendimiento en la extraccion, mayor pureza de los compuestos

obtenidos, y la utilizacion de solventes no contaminantes para el medio ambiente.

Segun Loaiza et al. (2020), el aprovechamiento integral tiene como objetivo extraer el maximo
beneficio de los recursos para producir menos residuos y contaminacion. Es por ello que el
aprovechamiento de los residuos provenientes de su actividad forestal permite su valorizacién al
brindar un proceso para la extraccion de tres coproductos con alto valor agregado, generando asi
una posible actividad econdémica a partir de lo que inicialmente se considera un residuo no

avaluado.

Finalmente, se articula que los objetivos de la presente investigacion se alinean con dos
objetivos de desarrollo sostenible. Primeramente, el ODS 9: industria, innovacién e infraestructura,
que tiene como finalidad promover la industrializacion inclusiva y sostenible y fomentar la
innovacion (Organizacion de las Naciones Unidas [ONU], 2020). En segundo lugar, el ODS 15:
vida de ecosistemas terrestres, que pretende detener e invertir la degradacion de las tierras y detener
la pérdida de biodiversidad (ONU, 2015). Asimismo, el plan de desarrollo departamental de Narifio
“Mi Narino en Defensa de lo Nuestro” estipula en la seccion titulada “Mi Narifio Sostenible” la
importancia de promover los sectores con mayor valor agregado y la integracion tanto horizontal
como vertical de las cadenas de valor. Igualmente, se busca fomentar proyectos de fortalecimiento
y/o atraccion empresarial que permitan acelerar los procesos de creacién de valor, articulando la

investigacion y los productores locales (Gobernacion de Narifio, 2020).

1.4. Hipotesis

Mediante el proceso de aprovechamiento secuencial se obtiene un rendimiento minimo de 10% en
base seca de aceite esencial, componentes bioactivos y etanol en relacion a la materia prima que

ingresa al sistema.

1.5. Objetivos
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1.5.1. Objetivo general

Obtener de forma secuencial aceite esencial, polifenoles, flavonoides y etanol a partir de los

residuos generados de la actividad forestal del Eucalipto (Eucalyptus spp.).

1.5.2. Objetivos especificos

e Determinar el rendimiento del aceite esencial de los residuos generados del Eucalipto

(Eucalyptus spp.) mediante el proceso de destilacion por arrastre con vapor a escala laboratorio.

e Evaluar el efecto de la extraccion sélido-liquido asistida con ultrasonido en la obtencion de
polifenoles y flavonoides presentes en los residuos del Eucalipto (Eucalyptus spp.).

e Establecer el efecto de la hidrdlisis &cida y la fermentacién en la produccion de etanol a
partir de la fraccion himeda de los residuos del Eucalipto (Eucalyptus spp.).

1.6. Marco referencial

1.6.1. Antecedentes

Se examinan los antecedentes en funcion de los objetivos especificos del proyecto de investigacion,
los cuales se estructuran en base a la obtencién del aceite esencial, extraccion de componentes

bioactivos y, por ultimo, obtencién de etanol a partir de los residuos de Eucalipto.

Obtencion de aceite esencial (AE):

e Almasetal., (2021) determinaron la composicion quimica del aceite esencial de Eucalyptus
globulus y Eucalyptus maculata por medio de un anélisis de cromatografia de gases-espectrometria
de masas (GC-MS) y cuantificaron los principales compuestos del AE empleando una curva de

calibracién de una muestra comercial.
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e Limam et al. (2020) evaluaron las propiedades antioxidantes y antibacterianas de los AE
obtenidos a partir de trece muestras de hojas de Eucalyptus genus, con el fin de determinar el
rendimiento de aceite esencial y la composicion quimica teniendo en cuenta su actividad
antioxidante y antibacteriana, se concluye que el compuesto principal presente en la mayoria de las

especies de Eucalyptus corresponde al 1,8-cineol con un 82,64%.

e Bey-Ould Si Said et al. (2016) utilizando la cromatografia de gases acoplada a la
espectrofotometria de masas determinaron la composicién quimica del extracto de aceites
esenciales de frutos de Eucalyptus globulus, con el fin de evaluar su actividad antioxidante
mediante los métodos DPPH y BHA.

e Luis et al. (2016) evaluaron la composicion quimica (GC-MS), la actividad antioxidante
(DPPH), antibacteriana y antiquérum de aceites esenciales de Eucalipto, teniendo en cuenta su

actividad sinérgica con antibidticos convencionales frente a cepas de A. baumannii.

e Moreno et al., (2010) estudiaron cémo el porcentaje de humedad y el tiempo de extraccion
influyen en el rendimiento de AE de Eucalipto y los costos de produccion. Para lograrlo,
consideraron la temperatura de vapor, la presion de extraccion, la porosidad del lecho, el flujo de
vapor y la temperatura de condensacion. El objetivo principal fue evaluar las propiedades

organolépticas, fisicas y quimicas del aceite obtenido.

Obtencion de componentes bioactivos:

e Palma et al. (2021) plantean como objetivo optimizar la extraccion por ultrasonido de
moléculas bioactivas de las hojas de Eucalyptus globulus. La extraccion por ultrasonido ha sido
considerada como uno de los métodos mas prometedores, por ello, con el fin de conocer las
relaciones entre los parametros independientes y su influencia en la extraccion de componentes
bioactivos, se han estudiado diferentes parametros que influyen en la capacidad de extraccién como
la potencia del ultrasonido, el tiempo, la temperatura, el pH y el porcentaje de etanol en agua. De

esta forma, las condiciones de operacion para la extraccion solido-liquido, las variables de
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respuesta como contenido total de polifenoles y flavonoides, y la actividad antioxidante por ABTS

y DPPH se observan en la Tabla 1.

Tabla 1
Condiciones de operacion para la extraccion sélido — liquido asistida con ultrasonido.

Temperatura % de etanol en Potencia del Tiempo de
Compuestos ) » )
(°C) agua (%) ultrasonido (W)  extraccion (min)

Contenido de
polifenoles
50 5 40 10
totales (mg

GAE/100 g DW)

Contenido de
flavonoides
totales (mg 30 > 40 1>

CE/100 g DW)

Actividad
antioxidante por

ABTS (pmol
TE/g DW)

Actividad
antioxidante por

DPPH (pmol
TE/g DW)

30 5 120 5

60 0 80 10

Fuente: Palma et al. (2021).

e Reyes-Giraldo et al. (2020) evaluaron la obtencién secuencial de compuestos organicos a
partir del epicarpio de chontaduro, mediante procesos de extraccion como: fluido supercritico para
obtener un compuesto lipofilico y seguidamente un tratamiento de microondas para extraer un
compuesto hidrofilico, con el objetivo de brindar un aprovechamiento al epicarpio del chontaduro

que posee varias propiedades antioxidantes y nutricionales.
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e Vallejo-Castillo et al. (2020) evaluaron el rendimiento de las microondas en la obtencion
de extractos ricos en componentes bioactivos como polifenoles y flavonoides, destacando su
caracteristica actividad antioxidante. El estudio se realizd partiendo de una mezcla de cascara y
pulpa de papaya, ademas, se estudiaron factores como relacion sélido-liquido, potencia de las
microondas y mezcla etanol-agua. Por otra parte, este trabajo fue un modelo para el planteamiento
del disefio experimental, asi como también, para la determinacion de las variables de respuesta

como el contenido total de polifenoles, flavonoides y actividad antioxidante por el método DPPH.

e Gullén et al. (2017) establecieron que los componentes fendlicos presentes en el Eucalipto
contienen propiedades de alto interés en diferentes campos como el farmacéutico, el cosmético y
el alimentario. Refleja gran importancia el estudio de nuevas alternativas para la extraccion de estos
componentes, por lo que se evaltan diferentes metodologias con respecto a parametros establecidos
de eficiencia, gasto energético, amigables con el medio ambiente y rentables econémicamente. En
este estudio, los autores presentan varias condiciones Optimas de operacién para las extracciones
con enzimas, microondas, ultrasonido y con solventes eutécticos, con el propdsito de seleccionar

las mejores alternativas para la extraccion de componentes bioactivos con hojas de Eucalipto.

e Ferndndez-Agullé et al. (2015) estudiaron los residuos de madera industrial de Eucalipto
como fuente de compuestos bioactivos. Se compararon dos técnicas de extraccién (maceracion en
bafio orbital y extraccién asistida por microondas) mediante la variacion de pardmetros como el
efecto de disolvente, la temperatura y tamafio de particula sobre el rendimiento de extraccion y
propiedades del extracto.

Obtencion de etanol:

e Nogueiraetal. (2021) llevaron a cabo una simulacion del proceso de obtencion de bioetanol
con el fin de evaluar su impacto ambiental. En esta investigacion, se consideraron factores como
el uso de compuestos criticos en el proceso y la cantidad de etanol producido, con la finalidad de
conocer el impacto que genera el proceso de produccidn frente a otros métodos tradicionales para

la obtencion de energia.
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e Q. Yangetal. (2021) realizaron un pretratamiento combinado de impregnacion y refinado
de NH4CI para recuperar los azlcares fermentables y optimizar el rendimiento del bioetanol. Se
realizo el proceso de hidrdlisis &cida y fermentacion para determinar los efectos de la concentracion

de sustrato y calcular el rendimiento de conversion de celulosa y bioetanol.

e De acuerdo con Mcintosh et al. (2017), es importante estudiar los factores que influyen en
el rendimiento de etanol durante el proceso de hidrolisis y fermentacién alcoholica. Por esta razon,
mencionan detalladamente las condiciones de operacién y la cantidad de sustancia necesaria para
que la reaccion se realice eficazmente, con el objetivo de mejorar la cantidad de etanol producido
a partir de la materia prima. En la Tabla 2 se observan las condiciones de operacion de hidrolisis y

fermentacion para diversas especies de Eucalipto.

Tabla 2

Condiciones de opereacion para hidrolisis y fermentacion del Eucalipto

) Etanol
] Pretratamiento e »
Especies o Fermentacion ) ) Rendimiento
hidrolisis Titulacion (G/L)
(%)
B 14 wt% SSF con
Explosién de vapor o
] S. Cerevisiae
E. globulus (210 °C/10 min), 10 51 91
(CECT-1170),
FPU Celluclast
96 h,35°C
o 20 wt% SSF con
Auto hidrolizado o
S. Cerevisiae
E. globulus (230 °C), 16 FPU 67,4 91
(CECT-1170),
Celluclast
96 h, 35 °C
Auto hidrolizado 13,5 wt% mosto
(210 °C), 22,4 FPU completo SSF
E. globulus o 50,2 94,7
Ctec 2 plus 500 Ul/g  con S. Cerevisiae
Htec 2 (PE-2), 120 h,
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35 °C 0 PSSF,
144 h, 35 °C
) ) 35 wt% PSSF
Hidrotérmico
con
(150 °C/4 h) con )
] recombinante de
fresado de disco, 20 o
E. globulus S. Cerevisiae 48,8 53,5 92,182,2
FPU Celulasa de
] (MA-R4), 74 h,
Acremonium 40 .
32 °C (pilot
(uL/g) Optimash BG
scale)
Organosolv (50%
etanol, 200 °C/45 13 wt% SSF con
min), 23 FPU S. Cerevisiae
E. globulus 427 58,7
Celluclastand 40 Ul (IR2-9a), 72 h,
B-glucosidasa/g 40 °C
glucano

Acido catalizado
explosion de vapor
(180 °C/15 min/ 2,4 20 wt% SSF con

E. grandis wit% H,S0.), 40 S. Cerevisiae, 96 60 85,8
FPU Ctec2 plus 30 h, 36 °C
mg PEG 6000/ g
biomasa

Fuente: Mclntosh et al. (2017).

e Kumagai et al., (2014) aplicaron diversos pretratamientos para bioconversion de madera de
ciprés y Eucalipto. La bioconversion de los productos pretratados se realizd mediante

sacarificacion enzimética y dos tipos de fermentacion.

e Gonzalez-Garcia et al. (2012) evaluaron los aspectos ambientales en la produccién y uso de
etanol como combustible. Se realizaron estudios de su obtencidon y composicidn quimica, asi como
la evaluacion de tres tipos diferentes de bioetanol, realizando una comparacion con las emisiones

y el rendimiento de la gasolina cominmente usada.
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1.7. Marco tedrico

Se abordan los conceptos fundamentales del trabajo de investigacion bajo el orden metodoldgico
y los objetivos establecidos. A continuacién, se describen las operaciones, procesos unitarios y
coproductos que se esperan obtener en cada etapa del proceso.

1.7.1. Aceite esencial (AE) de Eucalipto

Se trata de un liquido volatil de origen natural, con una composicion compleja y un agradable
aroma. Los AE del Eucalipto (Eucalyptus) se extraen de las hojas de éste arbol, el cual se

caracteriza por su gran altura (Moreiro, 2020). Estos aceites se obtienen a través de mdaltiple

Los aceites esenciales son mixtiones complejas de metabolitos secundarios, y se componen
mayormente por hidrocarburos de la serie polimetilénica del grupo de los terpenos. Este tipo de
aceite posee varias propiedades gracias a su rica composicion quimica, actividad antimicrobiana y

actividad antioxidante (Montoya, 2010).

1.7.2. Polifenoles

Comprenden compuestos fendlicos producto del metabolismo secundario de las plantas, presentan
alta capacidad antioxidante y efectos positivos para la salud (Quifiones et al., 2012). La familia de
los polifenoles comprende millares de moléculas que se clasifican en tres grandes grupos: acidos

fenolicos, acidos hidroxicindmicos y los flavonoides (Festy, 2007).

1.7.3. Flavonoides

Los flavonoides son un tipo de compuestos fenolicos que se localizan en la corteza de frutas y
hortalizas. Estos componentes poseen una estructura de dos anillos aromaticos que incluyen grupos
hidroxilos unidos por una cadena lineal de 3 carbonos. Ademas, son reconocidos como

componentes bioactivos presentes en extractos de corteza, lo cual implica que son capaces de
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modular diferentes actividades biologicas, como resultado de esta propiedad, los flavonoides
presentan propiedades antialérgicas, antiinflamatorias, antioxidantes, entre otras (Sillero et al.,
2021).

1.7.4. Etanol

El etanol, también conocido como alcohol etilico, es un compuesto quimico incoloro con un olor
caracteristico. Su formula quimica es C2HsOH y su punto de ebullicion es de aproximadamente
78,3 °C. Es miscible en agua y tiene una densidad de 789 kg/m?3. El etanol es ampliamente usado
en los produccidn de bebidas alcohdlicas, gracias a que no presenta toxicidad en cuanto al consumo
humano si se regula su ingesta frente a otro tipo de alcoholes (Cornejo, 2016). Asimismo, es uno
de los productos quimicos organicos sintéticos mas importantes debido a sus usos tanto industriales
como domeésticos y medicinales. El alcohol etilico es ampliamente utilizado en la industria como
solvente e intermediario en reacciones quimicas y de recristalizacion. (Instituto Interamericano de

Cooperacion para la Agricultura [IICA], 2004).

1.7.5. Destilacién por arrastre de vapor

La destilacion por arrastre con vapor de agua es la operacion unitaria mas frecuente para obtener
los aceites esenciales de las plantas, esta técnica utiliza las propiedades del vapor de agua para
unirse con las moléculas de aceite. La extraccion se efectlia cuando el vapor entra en contacto con
las células de la materia vegetal, ocasionando una ruptura en su pared celular lo que resulta en la

liberacion del aceite esencial presente en su estructura vegetal (Montoya, 2010).

De acuerdo con Moreno et al. (2010) las condiciones de operacion dptimas tendran que estar en
funcion de la humedad de la hoja y el tiempo de extraccion. EI proceso tiene tres controles, siendo
el primero la rapida vaporizacion del aceite esencial en el centro de la pelicula. En segundo lugar,
la difusion del aceite atrapado en la corriente circundante, gracias a la conveccion ejercida por el
vapor en el lecho, y finalmente, la salida del aceite esencial desde el interior de los tricomas

glandulares, pasando por la cuticula hacia el perfil superficial de la planta.
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A continuacion, se muestra la Figura 1 en ella se describe los componentes del equipo de

destilacion por arrastre con vapor.

Figura 1
Diagrama destilacion por arrastre con vapor

1. Balén
2. Tubo de vidrio
3. Pera de decantacion

4 Codo de wvidno (4)
5. Condensador = yus
6. Termostato (S) .~

7
8

Codo de vidrio A
Pera de decantacion (D /
S~

Fuente: Moreno et al. (2010).
1.7.6. Extraccion sélido-liquido asistida con ultrasonido

La extraccion solido-liquido asistida con ultrasonido es uno de los principales métodos para la
recuperacion de componentes bioactivos naturales. Se lo emplea para provocar la ruptura mecanica

de la pared celular y liberar compuestos de interés (J. Yang et al., 2021).

Por su parte, las condiciones Optimas de extraccion, dependen del material que se requiera
extraer y de factores como pH, temperatura, % de etanol en agua, potencia del ultrasonido y tiempo
de extraccion. Principalmente, el factor de la temperatura dentro del proceso de extraccién es el

gue mayor influencia posee sobre el contenido total de flavonoides en el resultado, asi como
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también el tiempo es una variable determinante para este factor de respuesta, por esta razon, se
deduce que a mayores valores de temperatura se muestra un mejor rendimiento de contenido de
flavonoides (Palma et al., 2021).

Seguln Syahir et al. (2020) el tiempo de extraccion, constituye un parametro importante puesto
que la eficiencia del proceso se ve influenciada en dos fases: la primera, el proceso de “lavado” se
opera los primeros 10-20 min de extraccion, dandose generalmente el 90% de la extraccion. La
segunda fase, se denomina “extraccion lenta”, donde el proceso de difusion ocurre a medida que la
transferencia de masa del soluto se difunde en el solvente, y se da entre los 60-100 min
aproximadamente. Adicional a ello, es relevante tener en cuenta que en el pico de la extraccion,
los compuestos recuperados son mayores debido a la ruptura completa de las células debido a los
efectos de cavitacion acustica durante la etapa inicial de extraccion, que puede causar una mejor
penetracion de disolvente en las células y facilitar la liberacion de aceite dentro de las células en el
disolvente exterior (Fuad y Don, 2016).

1.7.7. Base seca (dry basis)

Matematicamente se define como el cociente entre la masa de agua de una sustancia y su masa seca
(Ecuacion 1) (Martines y Lira, 2010).

Ecuacién 1

Base seca (db)

H,0

m
%H,, = * 100%

seca
Fuente: Martines y Lira (2010).

1.7.8. Base humeda (wet basis)
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La cantidad de agua presente en el material se representa como una fraccion masica dentro de la
masa total (Ecuacion 2), por lo que sera el porcentaje de agua que contiene un material (Martines
y Lira, 2010).

Ecuacion 2
Base humeda (wb)

mH,0
%th =% 100%

Myeotal
Fuente: Martines y Lira (2010).
1.7.9. Hidrolisis térmica

Corresponde a un proceso quimico en el cual una sustancia se desintegra en moléculas accesibles
a los microorganismos anaerobios presentes. Este procedimiento, se lleva a cabo en presencia de
altas temperaturas (90 °C — 200 °C) y agua, siendo un pretratamiento térmico que permite acelerar

la degradacion de sustratos organicos (Gurieff et al., 2014).
1.7.10. Hidrolisis acida

Segun Canettieri et al. (2007) el proceso consiste en la catalizacion de la ruptura de un enlace
quimico mediante un acido diprotico en presencia de agua. En esta reaccion, un nucledéfilo

reemplaza a un &tomo o grupo electréfilo en la molécula, formando un enlace covalente.

La temperatura es un factor critico en el proceso de hidrolisis acida para lograr una mayor
extraccion de los componentes deseados. Segun el disefio experimental desarrollado por Canettieri
et al. (2007), un aumento de temperatura resulta en una mayor extraccion del componente de
interés, asi como en una mayor velocidad de reacciony un menor tiempo de reaccion. Desde otro

punto de vista, segiin Avila et al. (2020) la temperatura fue el parametro determinante en el
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experimento de extraccidn de pectina por hidrdlisis acida, ya que a valores altos de temperatura se

obtiene un mejor rendimiento de la variable de respuesta.

A continuacion, se presenta la Figura 2 en la cual se evidencian los pasos para llevar a cabo la

hidrolisis &cida y posteriormente, la fermentacion para la obtencién de etanol por destilacion.

Figura 2

Diagrama hidrolisis acida
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sulfurico -+ Femenizzan
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Wapor 4 s Meutralizacion
L S
]
1 b
Agua 4 - rﬁ:
Sacarmcion . I

Azucares
! "
de seis
Lignina al kervidor carbomos
Fermeniacion

Fuente: Barisano et al. (2001).

1.7.11. Fermentacion alcohdlica

Se trata de procesos ampliamente utilizados para la preparacion de alimentos fermentados, los
cuales implican la intervencién de microorganismos capaces de procesar los azlcares presentes en

la materia prima para generar etanol. Durante el proceso de fermentacion, se deben considerar los

siguientes factores que afectan su desempefio, como lo son la velocidad de crecimiento del
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microorganismo, control del medio ambiente, temperatura, pH, intercambio gaseoso y estimacion

de biomasa (Bermudez et al., 2007).

La cantidad de levadura afadida al proceso de fermentacion es un factor critico que influye en
el ritmo de crecimiento y maduracion de los microorganismos, asi como para el rendimiento final

del etanol. La Ecuacion 3 describe el proceso de descomposicion del almidén.

Ecuacion 3

Obtencion de glucosa fermentable

Almidén (a — Amilasa; licuefaccion) — Dextrinas (Glucoamilasa; sacarificacion) — Glucosa

Fuente: Barisano et al. (2001).

Es relevante sefialar que la eleccion de un reactor hermético capaz de mantener aislada la
presencia de oxigeno en el sistema es esencial para prevenir que éste afecte la produccion de etanol
(Miranda y Molina, 2015). La Ecuacion 4 indica el proceso de fermentacion alcohdlica de la

glucosa en presencia de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Ecuacién 4

Fermentacién alcohdlica
Glucosa (S. cervisiae; fermentacion alcohélica) - 2C,H;OH + 2C0,
Fuente: Barisano et al. (2001).
e Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae): tambien conocida como levadura de la cerveza,
es un organismo eucariota importante dentro de la investigacion biotecnologica debido a su amplia

utilizacion en la industria de la panaderia y en la fabricacion de bebidas alcoholicas (Coronel y
Valdez, 2019).
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Las condiciones de cultivo ideal para esta levadura son: temperatura de 32 °C por un lapso de

tiempo de 24 h en un medio que contiene: 10 g glucosa/L, 5 g peptona/L, 3 g extracto de malta/L

y 3 g extracto de levadura/L (Romani et al., 2012).

1.8. Metodologia

La metodologia tiene como objetivo abordar detalladamente los procedimientos necesarios para

obtener aceite esencial, componentes bioactivos y etanol, teniendo en cuenta los residuos forestales

del Eucalipto. La validacion de los resultados se realiza mediante la aplicacion de analisis

estadisticos y la inclusién de un disefio experimental. En la Figura 3, se encuentran representadas

en un diagrama de bloques las etapas asociadas a la obtencion de los coproductos.

Figura 3
Diagrama de bloques de la presente investigacion
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1.8.1. Determinar el rendimiento de aceite esencial de los residuos generados del Eucalipto

(Eucalyptus spp.) mediante el proceso de destilacion por arrastre con vapor a escala laboratorio

e Recoleccion de la materia prima: para realizar el proceso de extraccion secuencial se tiene
en cuenta los parametros de las operaciones y la representatividad de la muestra, por lo cual, se
recolectaron 6 kg de hojas de Eucalipto en el municipio de San Lorenzo, Narifio (Figura 4Figura
4). Se realiz6 el acondicionamiento de la materia prima por medio de un deshojado manual de las

hojas de Eucalipto para continuar con la etapa de molienda.

Figura 4
Hojas de Eucalipto

e Molienda: es fundamental para exponer los aceites esenciales presentes en la materia
vegetal (Figura 5), siendo factible la separacion de las moléculas de interés gracias a la accion del
vapor en el extractor. Se utilizé un molino de cuchillas con unas condiciones de operacion de 6.000
rpmy 30s.
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Figura 5

Reduccién de tamafio de las hojas de Eucalipto

e Secado: para la obtencion del aceite esencial se realizaron dos tratamientos: hojas frescas
y hojas secas. Por ende, las hojas frescas fueron dispuestas en el extractor modular sin ningun tipo
de tratamiento previo, mientras que las hojas secas se sometieron en un secador de bandejas a una
temperatura de 50 °C y un tiempo de secado de 24 h (Vallejo-Castillo et al, 2020) con el propésito

de eliminar el agua libre presente en la materia vegetal.

e Determinacion del contenido de humedad: se empled una balanza de humedad con el fin
de determinar la cantidad de agua presente en una muestra de material. Para ello se utilizaron 2 g

de hojas frescas y 2 g de hojas secas.

e Destilacion por arrastre con vapor: el procedimiento se llevd a cabo en el extractor
modular de aceites esenciales a escala laboratorio (Figura 6), empleando una temperatura de 93 °C,
una presion de 1 atm, un tiempo de 1,5 h'y 1 kg de material vegetal tanto para hojas frescas como
para hojas secas.
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Figura 6
Extractor Modular de aceites esenciales

El rendimiento del aceite esencial resultante se determiné en unidades de mL de AE/ g de

materia seca (m.s) como se presenta en la Ecuacion 5.

Ecuacién 5

Rendimiento del aceite esencial

R.A.E (%) Volumen del aceite esencial 100
JA. = *
0 Masa seca de la muestra

1.8.2. Evaluar el efecto de la extraccion sélido-liquido asistida con ultrasonido en la obtencién

de polifenoles y flavonoides presentes en lo residuos del Eucalipto (Eucalyptus spp.)
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e Secado: los residuos sélidos generados de la extraccion de aceite esencial se sometieron al
proceso de secado en un horno de bandejas a una temperatura de 50 °C por 24 h (Vallejo-Castillo
et al., 2020).

e Pulverizado: se realizé con el propoésito de reducir el tamafio de particula del material

vegetal, se empleé un molino de cuchillas a 6.000 rpm cada 30 s.

e Tamizado: se efectud con el objeto de que el material presente un tamafio de particula

menor o igual a 180 um (Vallejo-Castillo et al., 2020), se utilizé un tamiz malla 80.

e Determinacion del contenido de humedad: se utilizaron 2 g del material tamizado para
asegurar un contenido de humedad inferior o igual a 10% (Vallejo-Castillo et al., 2020).

e Cinética de extraccion: se llevo a cabo un experimento preliminar con el fin de determinar
la influencia de la frecuencia y el tiempo maximo de extraccion, para establecerlos como factores

constantes en el disefio experimental (Tabla 3).

Tabla 3
Condiciones de operacion para la cinética de extraccién solido-liquido

Variable Condicion
Temperatura (°C) 45
Relacién solido-liquido (g/mL) 1/60
% vl/v etanol/agua 50%
Volumen total (mL) 200
Frecuencia (kHz) 37y 80

La toma de muestras se realizé cada 5 min hasta los 30 min de extraccion, a partir de ese punto
se tomaron las muestras en intervalos de 15 min hasta llegar a los 90 min y finalmente, se tomo la

ultima muestra a los 120 min. Este procedimiento se ejecutd de manera semejante para la extraccion
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de polifenoles y flavonoides empleando ambas frecuencias. La extraccion se realizé con el equipo
de ultrasonido Fisherbrand® FB11203 (Figura 7).

Figura 7
Equipo extractor de ultrasonido

e Andlisis estadistico de los datos: el andlisis estadistico de la cinética de extraccion
correspondid al modelo de analisis de variabilidad (ANOVA) y prueba de Tukey, que son usados
para comparaciones en la media con una significancia del 5%, haciendo uso del software de IBM
SPSS STATISTICS en su version licenciada.

e Disefio central compuesto con superficie de respuesta: teniendo en cuenta los resultados
obtenidos en el experimento preliminar, se realiz6 un disefio central compuesto con superficie de
respuesta con puntos axiales evaluando los factores de temperatura, relacion solido-liquido y
porcentaje de etanol en agua, con el fin de optimizar la extraccion de las variables de respuesta:
contenido total de polifenoles, contenido total de flavonoides y actividad antioxidante (Tabla 4).
Se conto con dieciocho corridas experimentales y cuatro réplicas en el punto central. EI desarrollo
del disefio experimental se llevd a cabo en el software Design-Expert en una version beta para

estudiantes.
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Tabla 4

Disefio experimental

Niveles
Factores
-1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura
. 19,77 30 45 60 70,23
(°C)
Relacion solido-
o 1/6,36 1/20 1/40 1/60 1/73,63
liquido (g/mL)
Porcentaje de
etanol en agua 16,36 30 50 70 83,63

(% viv)

La ecuacion general de una superficie de respuesta para un modelo cuadratico corresponde a la

siguiente (Ecuacion 6):

Ecuacion 6

Modelo cuadratico para la superficie de respuesta
Y; = Bo + 1A + B2B + B3C + B11A* + B ,B*+P33C% + B12AB + 1 3AC + f,3BC
Fuente: Vallejo-Castillo et al. (2020).
Donde Y; representa la variable de respuesta, A, B y C son las variables del disefio experimental
mencionadas anteriormente, 5, es una constante del punto central del experimento, B;, 5, y B3 son

los coeficientes principales, f1:,05, .y Bsz3 son los coeficientes cuadraticos y finalmente

B12,P13Y P23 corresponden a los coeficientes de interacciones.
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Para la eleccion del modelo matematico se tuvo en cuenta que el coeficiente R? sea un valor

aproximado a la unidad.

e Determinacion de variables de respuesta: para determinar el contenido total de
polifenoles (TPC) se utilizé la metodologia de Folin-Ciocalteau en presencia de agua de alta pureza
y carbonato de sodio bajo ciertas condiciones de luminosidad y tiempo. Posteriormente, se midid
la absorbancia empleando un espectrofotémetro a una longitud de onda de 760 nm, expresando el
contenido de polifenoles en unidades estandar de Acido Galico equivalente por cada cien gramos
de muestra fresca (mg GAE/100 g FW) (Vallejo-Castillo et al, 2020).

Para determinar el contenido total de flavonoides (TFC) presentes en las muestras se utiliz6
agua de alta pureza, una solucion de nitrito de sodio al 5% (p/p), una solucién de cloruro de
aluminio al 10% (p/p), y finalmente, una solucion de hidréxido de sodio 1 M. La absorbancia se
midié empleando un espectrofotometro a una longitud de onda de 510 nm y los resultados se
expresaron en unidades de miligramos de Catequina equivalentes por cada cien gramos de muestra
fresca (mg CE/100 g FW).

La evaluacion de la Actividad Antioxidante (A.A) se realizé por el método DPPH, el cual
consistio en la adicion de este reactivo a la muestra tomada, la absorbancia se determiné mediante
un espectrofotémetro calibrado a una longitud de onda de 517 nm. Los resultados se expresaron en
unidades estandar de micromoles de Trolox equivalentes por cada cien gramos de muestra fresca
(LM TE/100 g FW) y el porcentaje de actividad antioxidante se determind utilizando la Ecuacion
1.

Ecuacién 7

Porcentaje de perdida de Actividad Antioxidante

A
% AA =“’A—“’*1oo

to

Fuente: Vallejo-Castillo et al. (2020).
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1.8.3. Establecer el efecto de la hidrolisis acida y la fermentacion en la produccion de etanol a

partir de la fermentacién humeda de residuos del Eucalipto (Eucalyptus spp.)

e Hidrolisis térmica: consistio en un pretratamiento térmico que tuvo como finalidad liberar
el contenido intracelular del material vegetal para que sea mas hidrolizable. Esta etapa se llevo a
cabo en un matraz de Erlenmeyer de 500 mL, en donde se mezcl6 una muestra de 75 g de residuo
obtenido en la extraccién solido-liquido, con 141,6 mL de agua. Posteriormente, se llevé el matraz

a una placa de calentamiento durante 1 h a 90 °C (Segura et al., 2023).

Figura 8
Hidrdlisis térmica de residuos de Eucalipto

e Hidrdlisis acida posterior al pretratamiento: se adicion6 25 mL de acido sulfarico
(H2S04) al 1,5% (v/v) a la solucion contenida en el matraz de Erlenmeyer. Seguidamente, se agitd
la solucidn para garantizar la homogeneidad en la mezcla y se introdujo el matraz a una autoclave
a 125 °C y 15 PSI (C. Hernandez, 2017). Finalmente, se cuantificd los azlcares reductores por el

método DNS, como se describe a continuacion.
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e Cuantificacion de azUcares reductores: los azlcares reductores o fermentables se
cuantificaron por medio del método acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). Se procedio al andlisis
mezclando 500 pL de muestra con 500 pL de reactivo DNS. Posteriormente, los tubos de ensayo
se sometieron a bafio maria a una temperatura de 90 °C durante 5 min. Una vez transcurrido ese
tiempo, los tubos de ensayo fueron colocados en un bafio helado durante 5 min. Finalmente, se
agreg0 agua destilada a cada muestra, se agito y se midié su absorbancia a una longitud de onda de
540 nm (C. Hernandez, 2017).

La concentracién de azUcares reductores en g/L se determin6 a traveés de una curva de

calibracion (Anexo B) empleando glucosa como patron.

e Neutralizacion: se adicion6 hidroxido de sodio (NaOH) (0,1 N) con la finalidad de
equilibrar la acidez de la solucién después de someterse a la hidrolisis acida. Este procedimiento
es crucial para asegurar que el pH sea de 4,5, permitiendo asi que la levadura realice de manera

efectiva el proceso de fermentacion.
e Fermentacion alcoholica: se desarroll6 en un biorreactor a escala laboratorio (Figura 9)
durante 3 dias, en esta etapa se empleo el sobrenadante del hidrolizado y se utiliz6 como inoculo

el 5% (p/v) de levadura humeda (Guerra, 2015).

Figura 9
Fermentacion de residuos de Eucalipto
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Adicionalmente, se realizaron mediciones de los azlcares reductores a lo largo del proceso de
fermentacion, obteniendo un total de 9 muestras durante un periodo de 3 dias.

A su vez, Schneider et al. (2020) propone los calculos del rendimiento de etanol (Ecuacion 8).

Ecuacion 8

Rendimiento de etanol (producto/sustrato)

Fuente: Schneider et al. (2020).

Donde Ypss es la relacion entre el rendimiento del producto (etanol) y el sustrato (glucosa),
expresado en gramos de etanol por g de glucosa. Ps es el etanol final en g, Pi es el etanol inicial en

g, Si es la glucosa inicial en g, Sres la glucosa final en g (Schneider et al., 2020).

e Determinacién del contenido de etanol en la muestra: para determinar la cantidad de
etanol presente en la muestra obtenida posterior a la fermentacion de los residuos de Eucalipto, se
consulto la norma técnica colombiana NTC 5113:2022, que tiene como objeto la cuantificacion del
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porcentaje de etanol de una muestra a una temperatura de 20 °C, expresada en grados Gay-Lussac
Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion (ICONTEC, 2022).

Para este proceso se realiz6 un montaje de destilacion simple que consto de una fuente de calor,
un control de temperatura, un matraz de destilacion de 250 mL, una trampa para destilacion, un
condensador y un matraz de Erlenmeyer en donde se recogio el destilado (Figura 10).

Figura 10

Montaje para destilacion simple

La estimacion del grado de alcohol de la muestra se efectué mediante la determinacion de la
densidad relativa (Ecuacion 9), que establece la relacién entre la densidad de una sustancia
problema (muestra) y la densidad de una sustancia de referencia (agua).

Ecuacion 9

Célculo de la densidad relativa

41



Aprovechamiento integral de los residuos generados del Eucalipto

Peso del destilado
Peso del agua

Densidad relativa =

Fuente: ICONTEC (2022).
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2. Presentacion de resultados

2.1. Determinar el rendimiento del aceite esencial de los residuos generados del Eucalipto
(Eucalyptus spp.) mediante el proceso de destilacion por arrastre con vapor a escala

laboratorio

2.1.1. Contenido de humedad

Las humedades resultantes para los tratamientos de hojas frescas y hojas secas se presentan en la
Tabla 5. De acuerdo con los hallazgos de la presente investigacion, se afirma que las condiciones
iniciales de humedad de las hojas de Eucalipto frescas son adecuadas para realizar la destilacion
por arrastre con vapor, puesto que segin Del Pezo y Loaiza (2016) el porcentaje de humedad del
Eucalipto en estado natural varia en un rango comprendido entre 30% y 50%. A su vez, se obtuvo
una humedad en las hojas secas de alrededor del 5% que, segun Moreno et al. (2010), es una
humedad apta para la recuperacion de aceite esencial ya que este valor debe oscilar entre un 5y

10% con el fin de mejorar los procesos de transferencia de masa.

Tabla 5

Contenido de humedad en las muestras

Tratamiento Humedad (% wb)*
Hojas frescas 49,651 £ 0,930
Hojas secas 5,086 + 0,320

Nota: *Promedio + desviacion estandar

De acuerdo con Delgado et al. (2016) el contenido de agua presente en el material vegetal
durante la extraccion es un factor crucial para determinar el rendimiento del aceite esencial, puesto
que si considera un bajo porcentaje de humedad se genera un mayor rendimiento de aceite esencial

debido a su elevada volatilidad.
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2.1.2. Rendimiento del aceite esencial

El analisis de varianza (ANOVA) volumen-masa realizado para evaluar el rendimiento del aceite
esencial, corrobora que no existen diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
realizados con un valor p mayor a 0,05 (Tabla 6). Aunque se obtuvo un rendimiento de 0,102% de
AE en el tratamiento con hojas secas, se concluyd que la humedad no representa un factor

significativo en la obtencion del aceite esencial de Eucalipto.

Tabla 6
Rendimiento del AE (% mL/g m.s)

Tratamiento Rendimiento (%)*
Hojas frescas 0,102 + 0,005%
Hojas secas 0,101 + 0,006%

Nota: *Promedio + desviacion estandar, Superindices diferentes indican diferencias significativas

segun prueba de Tukey (p < 0,05).

El rendimiento de AE obtenido en esta investigacion es consistente con el reportado por Amaya
y Sandoval (2020), quienes emplearon condiciones de operacién similares y lograron un
rendimiento de extraccion de AE de 0,266%. Sin embargo, es importante sefialar que en ese estudio
los investigadores llevaron a cabo un pretratamiento de secado en la materia prima durante un
periodo de 15 dias. Este pretratamiento influy6 en el incremento del rendimiento debido a que el
Eucalipto, al secarse, experimenta un aumento en la concentracion de compuestos volatiles, como

los terpenos, los cuales se liberan con mayor facilidad durante dicho proceso.

2.1.3. Analisis GC-MS del aceite esencial

Los compuestos volatiles del aceite esencial de Eucalipto se identificaron mediante Cromatografia
de Gases acoplada a la Espectrometria de Masas (GC-MS), en donde se evidenciaron 20 picos. Los
principales componentes que se registraron en la muestra de AE correspondieron a 3,7,11,15-
Tetrametil-2-hexadecen-1-ol  (Fitol) (14%), Acido Hexadecanoico (9,27%), 1,8-Cineol
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(Eucaliptol) (1,13%) y Limoneno (0,54%) que son sustancias presentes en diversos aceites
vegetales, empleados como aditivos alimentarios debido a sus efectos antioxidantes (Ponnammay
Manjunath, 2012) (Anexo A). El Eucaliptol y el Limoneno, segin Limam et al. (2020), son
terpenos que se encuentran en el aceite esencial de Eucalipto y se caracterizan por sus propiedades
aromaticas y medicinales. Estos compuestos son considerados componentes principales debido a
su abundancia en dicho aceite.

2.2. Evaluar el efecto de la extraccion sélido-liquido asistida con ultrasonido en la obtencién

de polifenoles y flavonoides presentes en los residuos del Eucalipto (Eucalyptus spp.)

2.2.1. Adecuacion de los residuos

Los residuos generados en el proceso de destilacion por arrastre con vapor presentaron una
humedad inferior al 10% (Tabla 7), que segin Vallejo-Castillo et al. (2020) es apropiada para
mejorar la eficiencia del proceso de extraccion solido-liquido asistida con ultrasonido, por tanto,
se deduce que el proceso de secado fue satisfactorio, alcanzando valores en promedio menores al

5% con una desviacion estandar entre 0,2% y 0,3%.

Tabla 7

Contenido de humedad de los residuos

Tratamiento Humedad (% wb)*
Hojas frescas 5,181 + 0,305
Hojas secas 4,092 + 0,225

Nota: *Promedio + desviacion estandar

Parada (2017) indica que el tamarfio de particula influye significativamente en el proceso debido
a que la molienda del material sélido, ocasiona incrementos en su area superficial especifica, asi
como una ruptura de las paredes celulares y barreras internas, logrando una mayor accesibilidad
del solvente. Es por ello, que el tamafio de particula de los residuos fue menor a 180 um, lo cual es
adecuado segun el reporte de Vallejo-Castillo et al. (2020), debido que incrementa la transferencia
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por parte de la materia vegetal, liberando los compuestos de interés de forma eficiente, ahorrando
energia, cantidad de solvente y tiempo, que son variables fundamentales en la extraccion solido-

liquido asistida con ultrasonido (Palma et al, 2021).

2.2.2. Cinética de extraccion solido-liquido asistida con ultrasonido

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la cinética de extraccion sélido-liquido para los
polifenoles y flavonoides, se observa la variacion del TPC (mg GAE/100 g FW)y TFC (mg CE/100
g FW) en relacion al tiempo de extraccion para 37 kHz, Figura 11 y Figura 12 respectivamente.

En relacion a los superindices presentados en las figuras posteriores, las letras iguales hacen
referencia a que los tiempos comprendidos en estos rangos no poseen diferencias estadisticamente
significativas. Esto es relevante para determinar el tiempo méximo de extraccion, ya que se infiere
que, a partir de este punto, continuar con el proceso conlleva gastos de tiempo, energia y recursos

sin obtener una cantidad considerable de componentes bioactivos.

Figura 11
Contenido total de polifenoles a 37 kHz

TPC (mg GAE/100 g FW)

0 —+—tt——
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

Nota: letras diferentes indican diferencias significativas segun prueba de Tukey (p < 0,05).
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A partir de la figura presentada anteriormente, se concluye que existe una relacion proporcional
no lineal entre las variables estudiadas, puesto que el TPC tiende a aumentar con respecto al tiempo
de extraccion de las muestras. Adicionalmente, los superindices indican que las diferencias no son
significativas a partir de los 15 min de extraccion. Se observa que en el minuto 120 disminuye el
TPC, segun Sepulveda y Zapata, (2019) esto se debe porque los polifenoles son sensibles al calor

y se desnaturalizan generalmente al alcanzar los 75 °C.

Figura 12
Contenido total de flavonoides a 37 kHz
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Nota: letras diferentes indican diferencias significativas segin prueba de Tukey (p < 0,05).

La Figura 12 comprueba que los resultados obtenidos concuerdan con los hallazgos reportados
por Soto-Garcia y Rosales-Castro (2016), quienes sefialaron que el TFC aumenta con el tiempo de
extraccion de los componentes bioactivos, hasta alcanzar una condicion de estabilidad.
Adicionalmente, se presento un punto maximo de TFC correspondiente a 5.040,3130 + 98,73803

mg CE/100 g FW, lo cual coincide con los resultados reportados por Vargas, (2019).
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De forma similar, al considerar los resultados obtenidos en la cinética de extraccion sélido-
liquido para los polifenoles y flavonoides, se observa la variaciéon del TPC (mg GAE/100 g FW) y
TFC (mg CE/100 g FW) en relacién al tiempo de extraccion para 80 kHz, Figura 13 y Figura 14,

respectivamente.

Figura 13

Contenido total de polifenoles a 80 kHz

TPC (mg GAE/100 g FW)
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0 20 40 60 80 100 120
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Nota: letras diferentes indican diferencias significativas segn prueba de Tukey (p < 0,05).

Segun Gonzélez et al. (2017), la cinética de extraccion de polifenoles para el Eucalipto se
caracteriza por un aumento drastico en la concentracion de fenoles en la primera fase del proceso
de extraccién, denominada como fase de rapida difusion, debido a que el extracto se encuentra en
las capas superficiales del material. A medida que avanza el tiempo de extraccion, se presenta la
fase de difusién lenta hasta alcanzar una condicion de saturacion, en la cual el TPC tiende a
estabilizarse, disminuyendo la transferencia de soluto o materia vegetal al solvente. La Figura 13
indica que para la extraccion de polifenoles a 80 kHz no existen diferencias significativas a partir

de los 30 min.
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Figura 14
Contenido total de flavonoides a 80 kHz
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Nota: letras diferentes indican diferencias significativas segin prueba de Tukey (p < 0,05).

La figura presentada anteriormente indica que el tiempo maximo de flavonoides a 80 kHz

corresponde a 30 min.

A continuacién, se presenta la comparacion del TPC y TFC en funcion de las frecuencias de
extraccion, se evidencio que el promedio del TPC es mayor empleando la frecuencia de 80 kHz
con un valor de 6.274,8 + 234,456 mg GAE/100 g FW. Mientras que para los flavonoides el valor
mas alto se alcanza con la frecuencia de 37 kHz con 4.639,37 + 303,69 mg CE/100 g FW (Figura
15).

Figura 15
Comparacion de TPC y TFC en funcion de las frecuencias
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Por lo tanto, aunque se logran valores mayores al extraer polifenoles utilizando una frecuencia
de 80 kHz, la diferencia entre ambas frecuencias es de 325,910 mg GAE/100 g FW presentando
una reduccion en el tiempo de extraccion de un 50%, entonces, se concluye que a 37 kHz se cuenta
con un tiempo de extraccion menor sin afectar de forma drastica el TPC. De acuerdo con la Figura
15, se evidencio que los flavonoides presentan un valor superior cuando se utiliza una frecuencia
de 37 kHz, con una diferencia de 578,416 mg CE/100 g FW. Con respecto a la duracion de
extraccion, a 80 kHz son 15 minutos menos que en la extraccion de 37 kHz, sin embargo, los

valores de TFC varian drasticamente en relacién a las frecuencias utilizadas.

En el estudio realizado por Kaur-Bhangu et al. (2016) se evalud la incidencia de la frecuencia,
empleando como solvente una mezcla etanol/agua, donde se variaron las frecuencias 40 kHz, 80
kHz y 120 kHz y concluyeron que al aumentar la frecuencia del ultrasonido se afectaba
negativamente el contenido total de polifenoles, por tanto, la frecuencia 6ptima seleccionada fue
de 40 kHz, lo cual coincide con los resultados obtenidos en la presente investigacion debido que,
al aplicar una frecuencia menor en el proceso de extraccion, se consigue una cantidad de polifenoles
y flavonoides acorde al tiempo maximo de extraccion y optimizacion de recursos como el consumo

energético y tiempo de proceso.
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Segun lo mencionado por Kumar et al. (2021) la influencia de la frecuencia es relevante dentro
del proceso de extraccion sélido-liquido asistida con ultrasonido, ya que se generan fenémenos de
cavitacion acustica que ocurren con la formacion de burbujas, las cuales poseen un ciclo de
compresion-rarefaccion durante el proceso de extraccion, de esta forma se conoce que a bajas
frecuencias las burbujas de cavitacion se forman en menor cantidad pero con un mayor didmetro

que favorece el efecto de cavitaciones de duracién prolongada.

Debido a esta razon, se seleccion6 la menor frecuencia con el objetivo de generar tiempos mas
prolongados en los ciclos de compresion-rarefaccion permitiendo el crecimiento de pocas burbujas
de cavitacién con grandes diametros, incrementando la transferencia de masa entre los compuestos

de interés.

2.2.3. Disefio experimental central compuesto con superficie de respuesta

e Efecto de los factores de extraccion en el TPC de los residuos de Eucalipto: el modelo
matematico para TPC (Ecuacion 10), presenta un coeficiente de determinacion (R?) mayor a 0,8,
un valor F alto y un valor p < 0,05 (Tabla 8). Lo que indica que el modelo es apropiado para

describir los valores obtenidos para la extraccion de TPC de los residuos de Eucalipto.

Tabla 8

Modelos matematicos de superficie de respuesta para el disefio experimental

Falta de ajuste

Variable de respuesta F-value p-value
(p-value)
TPC
9,32 0,0003 0,814 0,225
(mg GAE/100 g FW)
TFC
18,20 0,0054 0,901 0,059

(mg CE/100 g FW)

Segun el diagrama de Pareto (Figura 16), los factores individuales de relacion (B) y porcentaje

de solvente (A) mostraron efecto positivo y directo sobre la variable de respuesta TPC (p < 0,05),

51



Aprovechamiento integral de los residuos generados del Eucalipto

por lo tanto, al aumentar la relacion y el porcentaje de solvente se obtendria mayor contenido de

polifenoles.

Ecuacién 10

Modelo cuadrético para TPC

TPC = 7.101,02 + 132,86 * A + 628,99 * B — 203,94 * C — 957,24 * A> — 1.438,67 * B>
— 408,67 * C> +23593+xA*B+89,18+«A*C—1,14*B*C

Figura 16

Diagrama de Pareto para la variable de respuesta TPC
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El efecto positivo del porcentaje de solvente puede ser debido al incremento en el coeficiente
de transferencia de masa que ocurre durante el proceso de extraccién, ya que segin Palma et al.
(2021), los compuestos bioactivos presentes en la materia vegetal del Eucalipto son facilmente
extraibles con ayuda de elevadas concentraciones de solvente, en este caso etanol. En el caso de la
temperatura (C) presenta un efecto negativo, lo que indica que no es conveniente para el proceso
elevar la temperatura ya que es posible que algunos compuestos se vean afectados por este factor

e influyan de forma negativa en el TPC.
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En el diagrama de efectos principales (Figura 17) se evidencia que para los tres factores existen
puntos donde se alcanzan los valores maximos de extraccion de la variable de respuesta, por lo que
seguir aumentando los valores de los factores de forma indefinida no optimizaria el proceso, sino

que por el contrario perjudica los valores del contenido de polifenoles.

Figura 17

Diagrama de efectos principales TPC
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De acuerdo al andlisis presentado, la gréafica de superficie y contornos (Figura 16) indica que
existe un punto 6ptimo para los tres factores, en el que se maximiza la cantidad del contenido total

de polifenoles.

Figura 18

Superficie y contornos de respuesta estimada para TPC
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TPC (mg GAE/100 g FW)
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Ecuacién 11

Modelo cuadratico para TFC

Efecto de los factores de extraccion en el TFC de los residuos de Eucalipto: el modelo
matematico para TPC (Ecuacion 10), presenta un coeficiente de determinacion (R?) cercano a 1,
un valor F alto y un valor p < 0,05 (Tabla 8). Lo que indica que el modelo es apropiado para

describir los valores obtenidos para la extraccion de TPC de los residuos de Eucalipto.

TFC = 3.015,89 + 1.755,05 * A + 736,36 * B — 76,73 * C + 808,40 * A*> — 203,65 * B>

+ 284,74 % C* + 380,07 * A x B — 146,95 * A« C + 108,68 * B * C

Enrelacion al diagrama de Pareto (Figura 19), se obtuvieron resultados similares a los resultados
de polifenoles, la relacion (B) y el porcentaje de solvente (A) presentan efectos positivos en la
variable de respuesta TFC (p < 0,05).
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Figura 19
Diagrama de Pareto para la variable de respuesta TFC
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Efecto estandarizado

Segun el diagrama de efectos principales (Figura 20), a medida que el porcentaje de solvente y
la relacion aumenta, se incrementa la cantidad de TFC, sin embargo, la relacion (B) tiende a
estabilizarse por lo que se observa, la temperatura muestra un comportamiento particular ya que
muestra un incremento en la variable de respuesta cuando se encuentra en los valores cercanos a
los limites establecidos por el disefio experimental, mientras que en los valores medios el TFC

tiende a disminuir.

Figura 20

Diagrama de efectos principales TFC
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En contraste con los polifenoles, en este caso no se observo un punto méximo en la variable de
respuesta. En lugar de eso, se identificd un crecimiento continuo a medida que aumenta el
porcentaje de solvente, como se aprecia en el diagrama de efectos principales. No obstante, es
importante destacar el impacto negativo de la temperatura, como se evidencia en el diagrama de

Pareto.

Figura 21

Superficie y contornos de respuesta estimada para el TFC
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Finalmente, se realiz6 la optimizacion de respuestas multiples para obtener las condiciones
Optimas para la extraccion solido-liquido asistida con ultrasonido con el fin de maximizar el
contenido total de polifenoles y flavonoides. Los factores de relacion, porcentaje de solvente y
temperatura se indican en el diagrama de superposicién de contornos (Figura 22). El area resaltada
en amarillo representa el rango apropiado de los factores experimentales que conducen a la
maximizacion de las variables de respuesta. Las condiciones Optimas de operacion que el modelo

predijo se observan en la Tabla 9.
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Figura 22
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Considerando la naturaleza de la materia primay el comportamiento de los factores en relacion
con las variables de respuesta, se observa una ligera relacion inversa entre el contenido total de
polifenoles (TPC) y el contenido total de flavonoides (TFC). Segun el modelo matematico, si se
buscan valores mas altos para ambas variables de respuesta, la deseabilidad resultante es inferior a
0,6, lo cual esta por debajo de los rangos aceptables. Por esta razdn, se ha tomado la decision de
elegir como referencia para la optimizacion el valor maximo del contenido total de flavonoides,
que es de 8.238,02 mg CE/100 g FW.
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Tabla 9

Condiciones 6ptimas en el modelo de superficie de respuesta

Porcentaje Relacion Temperatura  TPC (mg TFC (mg
de etanol en solido- °O GAE/100g CE/100 g Deseabilidad
agua (%) liquido FW) FW)
(9/mL)
78 52,51 30,63 5.147,77 8.238,02 0,92

De acuerdo con la tabla presentada anteriormente, se realizaron las corridas experimentales con
las condiciones del modelo para validarlo experimentalmente, obteniendo un valor de TPC de
5.062,98 + 243,32 mg GAE/100 g FW y un valor de TFC de 8.966,69 + 99,31 mg CE/100 g FW.
Los valores se acercan de forma satisfactoria al modelo empleado, lo que indica que el método
empleado es conveniente en la maximizacion de las variables de respuesta, en el caso de TFC se
obtuvo un valor mayor al esperado con una diferencia de 728,67 mg CE/100 g FW mientras que
para polifenoles existe una diferencia de 84,79 mg GAE/100 g FW. Consiguiendo un error absoluto

de 8,84% para TFC y 1,64% para TPC, en ambos casos con errores menores al 10%.

e Evaluacién de la Actividad Antioxidante (A.A): segin Zhang et al. (2023) la actividad
antioxidante es de gran importancia debido a la variedad de compuestos antioxidantes, como
flavonoides, fenoles y terpenoides, que confieren la capacidad de neutralizar los radicales libres y
proteger a las células contra el estrés oxidativo, por lo tanto, una A.A superior al 50% significa que
mas de la mitad de los radicales libres generados en el ensayo son neutralizados por el compuesto

en estudio, por lo cual, se presenta una actividad antioxidante efectiva.

En el experimento que se llevo a cabo, se determind que los residuos de Eucalipto tienen un
potencial antioxidante efectivo del 78,6% (porcentaje de pérdida de actividad antioxidante), lo cual
representa 410,071 + 0,418 uM TE/100 g FW que concuerda con el estudio reportado por Chen et
al. (2023).
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2.3. Establecer el efecto de la hidrolisis acida y la fermentacion en la produccion de etanol a
partir de la fraccion humeda de los residuos del Eucalipto (Eucalyptus spp.)

2.3.1. Curva de calibracion de glucosa

Teniendo en cuenta el Anexo B, se obtuvo una afinidad de 0,999 segln el R? presentado, que indico
una correlacion apropiada entre la concentracion de glucosa empleada y la absorbancia leida en el
espectrofotometro. El procedimiento se realiz6 con el objetivo de determinar la concentracién de

azucares reductores en la hidrolisis acida y durante el proceso fermentativo.

Segun Burgos (2019) la curva permite expresar la absorbancia en funcién de la concentracion
por gramos de glucosa, siendo clave para la cuantificacion y monitorizacion del sustrato durante

una fermentacion.

2.3.2. Pretratamiento térmico e hidroélisis acida

El efecto del pretratamiento térmico antes de la hidrolisis acida, indic6 una mayor liberacion de
azucares fermentables con un valor de 2,102 + 0,212 g/L de glucosa, y por el contrario, al efectuar
solamente la hidrdlisis &cida presenté un valor de 1,712 + 0,091 g/L de glucosa, por lo tanto, el
hidrolizado empleado en la fermentacién fue aquel obtenido por estos dos tratamientos de

hidrélisis.

2.3.3. Fermentacion alcohdlica

Posterior a la hidrdlisis &cida, se obtuvo un pH de 2,16, un nivel extremadamente perjudicial
para la levadura saccharomyces cerevisae, por esta razén, se emple6 una solucion de hidroxido de
sodio 0,1 N con el proposito de ajustar el pH a 4,5 que segun Llenque-Diaz et al. (2020) el pH para
la fermentacion debe estar fijado en este valor. Sin embargo, segin lo mencionado por Baral,
(2016) el pretratamiento de la materia vegetal con sustancias acidas libera componentes que
inhiben el crecimiento microbiano, como lo son el &cido acético, el furfural y el 5-hidroximetil

furfural. Compuestos que deben ser retirados en el proceso de la detoxificacion donde se emplean
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bases como el hidroxido de sodio, potasio y calcio, en consecuencia, se menciona que existe una
pérdida significativa de la cantidad de azUcares reductores al aplicar estas bases, es por esta razon
que, al momento de determinar las azucares fermentables en el caldo, se obtuvo un valor de 1,349

+ 0,031 g/L de glucosa el cual se consideré como la concentracion de sustrato inicial al comenzar
la fermentacion.

En la Figura 23, se observa que el consumo de azucares por parte de las levaduras durante la
fermentacion fue constante presentando una mayor pendiente al inicio de la fermentacion, este alto
consumo se evidencia en la produccion de alcohol el cual es metabolito asociado al crecimiento
celular.

Figura 23

Consumo de azUcares durante la fermentacion del hidrolizado

1,5

1,2 +

09 +

06 +

Concentracion de sustrato (g/L)

Tiempo (h)

Para la determinacion de porcentaje de alcohol se realizé una destilacion siguiendo la norma
NTC 5113:2022 (Tercera Actualizacion) — Bebidas Alcohdlicas. Métodos Para Determinar El

Contenido De Alcohol. De acuerdo a esa norma el porcentaje de etanol fue de 5,4 (% v/v). Este
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valor es similar al reportado para fermentaciones con baja concentracion de sustrato inicial
(Donaires, 2018; Guerra, 2015).

Finalmente, con la Ecuacion 8 se encontrd que el valor de Yp/s fue de 48,8%, el cual se
encuentra dentro del rango reportado por Bello et al. (2005); Figueroa (2019), con valores entre 34
y 60 %. Las variaciones encontradas en esta investigacion se podrian deber a que este rendimiento

depende del tipo y pH del sustrato, la cepa empleada, temperatura, entre otras.
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3. Conclusiones

Teniendo en cuenta que el rendimiento de aceite esencial no presentd diferencias significativas
entre los tratamientos aplicados, en la presente investigacion se selecciond la metodologia de
extraccion de aceite esencial aprovechando las hojas frescas, ya que cuando se tienen humedades
bajas se requiere mayor consumo energético en el proceso de secado y extraccion, asi como
también, se incurre a un mayor tiempo de operacion para la obtencion del producto. Por lo tanto,
el rendimiento del aceite esencial 0,102% + 0,005% en base seca es indiferente al porcentaje de
humedad que contienen las hojas de Eucalipto debido a que se alcanzan rendimientos similares con
una diferencia despreciable.

En la cinética de extraccion se encontrd que la frecuencia apta para la obtencién de polifenoles
y flavonoides en los residuos hojas de Eucalipto corresponde a 37 kHz permitiendo mejorar la
transferencia de masa debido a su influencia en el proceso de cavitacion acustica generada durante
el proceso. En cuanto al tiempo de proceso, se realizo el analisis hasta los 15 min de extraccion, ya
que a partir de este punto no se encuentran diferencias estadisticamente significativas en la
obtencidn de polifenoles, que correspondi6 al componente bioactivo que se logrd extraer en mayor
cantidad 6.138,922 + 98,313 mg GAE/100 g FW.

Teniendo en cuenta el disefio experimental realizado, se concluye que el porcentaje de solvente
(etanol) 78% y la relacion solido-liquido 52,51 g/mL tienen un efecto positivo en la extraccion de
componentes bioactivos del Eucalipto. Adicionalmente, la temperatura 30,63 °C muestra un efecto
variable, con incrementos en los extremos de temperatura que conducen a un aumento en el TFC,

mientras que los valores medios de temperatura pueden disminuir el TFC.

El pretratamiento térmico antes de la hidrolisis acida result6 en una mayor liberacion de azucares
fermentables, con un valor de 2,102 g/L de glucosa = 0,212 g/L de glucosa. En contraste, la
hidrolisis acida por si sola produjo un valor de 1,712 g/L de glucosa + 0,091 g/L de glucosa. Por
lo tanto, se concluye que el hidrolizado utilizado en la fermentacion fue el obtenido mediante
ambos tratamientos de hidrélisis con el propoésito de aumentar la concentracion de azlcares

reductores y que el proceso fermentativo se desarrolle de una mejor manera.
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Segln la norma NTC 5113:2022, el porcentaje de etanol determinado mediante destilacion fue
de 5,4% (v/v). Este valor es similar a los reportados en fermentaciones con baja concentracion de
sustrato inicial. Ademas, se determind que el valor de Yp/s fue del 48,8%, el cual se encuentra

dentro del rango reportado en otros estudios.
El porcentaje de aprovechamiento integral de los residuos generados por la actividad forestal

del Eucalipto corresponde a 13,74% en base seca, por lo tanto, se confirma la hipotesis de

investigacion planteada, puesto que se obtuvo un rendimiento mayor a 10%.
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4. Recomendaciones

Evaluar las diferentes condiciones de operacion, como variaciones del tiempo, temperatura,

presion, con el fin de optimizar el rendimiento de extraccion de AE.

Brindar un aprovechamiento del hidrolato, teniendo en cuenta que puede emplearse en diversos

productos cosméticos y aromaterapia.

Los residuos obtenidos de la destilacion del alcohol, conocidos como ““vinazas” son altamente
aprovechables, se recomienda evaluar su aplicacion en suplementos alimenticios para animales o

en la produccién de biofertilizantes.
Explorar la utilizacién de diversos residuos del Eucalipto, como los frutos y la corteza, en un

proceso de extraccion secuencial, esta evaluacion incluiria la comparacion de rendimientos en cada

operacion con los resultados obtenidos al utilizar las hojas como materia prima principal.
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Anexo A. Andlisis CG-MS del aceite esencial de Eucalipto

TIC
12,092,882
\_h ~ o~ : g } ;!. -1!‘ I.l Il
100 290
Peak# R.Time Area Area% Height Height% Name

1 3.677 469325 391 174431 4.01 Ethane, 1,1-diethoxy- (CAS)

2 11.297 64731 0.54 31709 0.73 dl-Limonene

3 11.379 135454 1.13 65271 1.50 Eucalyptol

4 11.609 86235 0.72 38588 0.89 Benzeneacetaldehyde (CAS)

5 12.114 151787 1.27 71516 1.64 trans Sabinene hydrate

6 14.494 146423 1.22 72657 1.67 Carveol, dihydro-, cis-

7 15.100 58938 0.49 28851 0.66 CIS-(+)-CARVEOL

8 15222 89787 0.75 34708 0.80 Glutamine-

9 15.343 672180 5.60 294475 6.76 2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-methyleth
10 16.614 122210 1.02 54633 1.25 (-)-8-p-Menthen-2-yl, acetate, trans
11 20.769 157846 1.32 57199 1.31 .alpha.-D-Galactopyranoside, methyl
12 24.076 78358 0.65 32706 0.75 1-Decanol, 2-octyl-
13 24.409 262282 2.19 86381 1.98 n-Hexadecanoic acid
14 24.773 1111470 9.27 512201 11.77 Hexadecanoic acid, ethyl ester (CAS)
15 26.118 1678713 14.00 591503 13.59 2-HEXADECEN-1-0L, 3,7,11,15-TETRAME
16 26.411 310022 2.58 85577 1.97 11,14,17-Eicosatrienoic acid, methyl ester
17 26.674 1003638 8.37 347496 7.98 Ethyl linoleate
18 26.771 5192741 43.29 1702361 39.11 ETHYL LINOLEOLATE
19 27.005 144536 1.21 52747 1.21 Octadecanoic acid, ethyl ester
20 29.307 57408 0.48 18279 0.42 Octadecanoic acid, pethyl ester

11994084 100.00 4353289 100.00
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Anexo B. Curva de calibracion de glucosa (g/L)
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