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Resumen

En México, existen 36 especies lefiosas y cuatro especies de bambu herbéceos, utilizadas en
construccién y fabricacion de utensilios. Esto genera una gran cantidad de residuos forestales
ricos en compuestos de interés cosmetologico y farmacéutico, los cuales no son
aprovechados. Tal es el caso de las hojas de bambu, que frecuentemente se gqueman, sin
considerar que contienen compuestos de tipo flavonoide, muchos de ellos apreciados por sus
propiedades antioxidante. Por ello, es importante proponer metodologias eficientes y
ecoamigables para su extraccion. En el presente trabajo se investigé la extraccion de
flavonoides presentes en hojas de bambu, empleando cinco disolventes eutécticos profundos
naturales (NADES) y radiacion de microondas evaluando las variables de flavonoides totales
(FT), DPPH y FRAP. Estos disolventes, ademéas de no ser tdxicos, poseen formulaciones
estables y son adecuados para su aplicacion directa en procesos alimentarios 0 cosméticos.
EI NADES mas eficiente de la serie fue Glicerol:ChCl (2:1) con un 20 % de agua afiadida, el
cual dio los siguientes resultados en cada una de las pruebas (por gramo de peso seco de
biomasa): 13.79 £ 0.26 mg de EQ, 53.27 £ 2.40 % ET y 27.02 + 3.44 mg ET. Este disolvente
se utilizo para optimizar el efecto de la temperatura, relacién liquido/sélido y el porcentaje
de agua, teniendo como respuesta FT, a través de un disefio factorial central compuesto y la
metodologia de superficie de respuesta. Los parametros dptimos fueron: temperatura de 90
°C, tasa de 60.22:1 mL/g y un 37 % de agua. Bajo estas condiciones el valor obtenido
experimentalmente fue de 21.71 + 1.19 mg EQ/g de bambu. Para completar el estudio
también se llevo a cabo un analisis dinamico de la transferencia de masa y se evaluaron las
propiedades termodindmicas del proceso. EI modelo de pseudo segundo orden describio la
extraccion, lo cual nos indica que la mayoria de los compuestos objetivos se encuentran
dentro de la matriz vegetal. Este modelo mostro coeficientes de regresion superiores a 0.94
(R?>0.94), lo que confirma su capacidad para describir el proceso. Ademas, se determinaron
las constantes de velocidad a diferentes temperaturas, obteniéndose valores de 3.66 X 107,
5.04 X 10 6.88 X 10° y 5.33 X 107 L mg? s a 313.15, 323.15, 338.15 y 363.15 K,
respectivamente. El estudio termodindmico confirm0 que la extraccion es un proceso
endotérmico (AH =8.65 kJ mol™) y espontaneo (AG<0). Con base en los resultados
presentados, se propone que el uso del NADES Glicerol:ChCl con un 37 % de agua para

obtener extractos en compuestos antioxidantes a partir de las hojas de bambd, ya que el uso
XI



de estos disolventes, no toxicos, mejoran la estabilidad de los compuestos y estéan listos para

utilizarse en formulaciones para uso farmacéutico y cosmetico.

Palabras clave: Flavonoides, NADES, Asistencia de microondas.
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Abstract

In Mexico, there are 36 woody species and four herbaceous bamboo species, which are used
in construction and the manufacture of household utensils. This generates a large amount of
forest waste, which is rich in cosmetologically and pharmaceutically valuable compounds,
but is not utilized. This is the case with bamboo leaves, which are often burned without
considering that they contain flavonoid compounds, many of which are valued for their
antioxidant properties. Therefore, it is essential to propose efficient and eco-friendly
extraction methodologies. This study investigated the extraction of flavonoids present in
bamboo leaves using five natural deep eutectic solvents (NADES) and microwave radiation,
evaluating the variables of total flavonoids (FT), DPPH, and FRAP. These solvents, in
addition to being non-toxic, have stable formulations and are suitable for direct application
in food and cosmetic processes. The most efficient NADES in the series was Glycerol:ChCl
(2:1) with 20% added water, which yielded the following results in each test (per gram of
dry biomass weight): 13.79 + 0.26 mg EQ, 53.27 £ 2.40 % ET, and 27.02 + 3.44 mg ET. This
solvent was used to optimize the effects of temperature, solid/liquid ratio, and water
percentage, using FT as a response variable through a central composite factorial design
and response surface methodology. The optimal parameters were: temperature of 90 °C, a
ratio of 60.22:1 mL/g, and water content 37 %t. Under these conditions, the experimentally
obtained value was 21.71 + 1.19 mg EQ/g of bamboo. To complete the study, a dynamic mass
transfer analysis was conducted, and the thermodynamic properties of the process were
evaluated. The pseudo-second-order model described the extraction process, indicating that
most of the target compounds are located within the plant matrix. This model exhibited
regression coefficients higher than 0.94 (R2>0.94), confirming its suitability for accurately
representing the process. In addition, the rate constants were determined at different
temperatures, yielding values of 3.66 X 10, 5.04 X 105, 6.88 X 10°y 5.33 X 10 L mg-1 s-
1L mg's”at313.15, 323.15, 338.15 and 363.15 K, respectively. The thermodynamic study
confirmed that the extraction process is endothermic (AH = 8.65 kJ mol™) and spontaneous
(AG < (). Based on the results presented, the use of NADES Glycerol:ChCl with 37% water

is proposed for obtaining antioxidant-rich extracts from bamboo leaves, as these non-toxic

X



solvents enhance the stability of compounds and are suitable for use in pharmaceutical and

cosmetic formulations.

Keywords: Flavonoids, NADES, Microwave-assist
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CAPITULO |

I.1 Introduccion

Los bambues son pastos arborescentes altos pertenecientes a la familia Poaceae. Desde
épocas muy antiguas estan liados con los seres humanos, generalmente como material para
diversos fines. Una forma de aprovechamiento de los bambues menos conocida, fuera de
Asia, es el consumo de sus brotes jovenes, ya sea como alimento fresco, fermentado o
enlatado (Chongtham y col., 2011), asi como el uso de sus hojas con fines medicinales
(Shibata y col., 1975; Lin y col., 2008, Cheng y col., 2023).

En el mundo existen mas de 1250 especies de bambul, que crecen en regiones
tropicales, subtropicales, templadas y himedas, particularmente en Asia, América Latina y
Africa (Lin y col., 2018). China es el mayor productor de bamb, con cerca de 400 especies
(Wang vy col., 2018). En México, de acuerdo con la Comision Nacional Forestal, se han
registrado 36 especies lefiosas y cuatro especies de bambu herbaceos, los cuales se utilizan
como material de construccion y fabricacion de utensilios domésticos (Comision Federal,
2020). En 1998 el Ministerio de Salud de China determiné que era una hierba medicinal y
comestible (Wang y col., 2018; Jiang y col., 2019; Choudhury y col., 2012).

Durante el procesamiento para producir alimentos o utensilios se genera una gran
cantidad de subproductos, tales como hojas y conchas de brotes; estos residuos pueden
depositarse en vertederos o desintegrarse a través de la combustion para obtener energia,
aunque, ninguno de estos metodos es amigable para el medio ambiente, ya que, en el primer
caso se generan olores desagradables y la proliferacion de mosquitos, mientras que en el
segundo se produce bioxido de carbono (Lin y col., 2018).

La capa primaria y secundaria de la pared celular vegetal del bambu estan constituidas
por los biopolimeros celulosa (40%-45%), hemicelulosa (28%-34%) y lignina (13%-24%)
(Xiny col., 2015). Particularmente las hojas contienen fibras dietéticas, compuestos volatiles
(alcoholes, aldehidos, &cidos carboxilicos, furanos), polisacaridos, aminoacidos, acidos
fendlicos y flavonoides (Cheng y col., 2023; Gong y col., 2016; Jiang y col., 2019). Los

ultimos dos pertenecen a la familia de los compuestos fenolicos, los cuales se caracterizan



por tener en su estructura uno o mas grupos hidroxilo enlazadas a uno o méas anillos
aromaticos (Ignat y col., 2011).

Existe una variedad de flavonoides presentes en las hojas de bambd los cuales le
confieren importantes propiedades bioldgicas, tales como: antioxidantes antivirales,
antibacterianas, antiinflamatorios, anticancerigenos y hepatoprotectores (Zhang y col., 2010;
Fu y col., 2013; Tanaka y col., 2014), por lo que los extractos de las hojas de bambd ya han
sido admitidos como un aditivo alimentario natural por el Ministerio de Salud de China
(Wang y col., 2018; Su y col., 2019).

Particularmente, en la literatura se han reportado diferentes métodos de extraccion de
flavonoides a partir de hojas de bambd, los cuales incorporan el uso de disolventes organicos,
extraccion asistida por ultrasonido y métodos enziméticos (Stalikas y col., 2007; Alesci y
col., 2015). La primera de ellas es la tradicional y comunmente utilizada, ya que utiliza
equipos sencillos; sin embargo, en algunos casos los disolventes pueden ser contaminantes y
si se usa calentamiento por conduccidon el consumo de energia es alto.

Para moderar los efectos desfavorables causados por los disolventes volatiles
organicos, se han desarrollado y evaluado otros disolventes respetuosos con el medio
ambiente para recuperar compuestos fenolicos de diversos tipos de biomasa (Lu y Liu, 2020).
Por ejemplo, se han empleado liquidos i6nicos (Wang y col., 2018), fluidos supercriticos
(Fabrowska y col., 2016) y disolventes eutécticos profundos naturales (Airouyuwa y col.,
2022). Paralelamente, se ha innovado en el uso de técnicas alternativas de extraccion, que
implican el uso de microondas (Milani y col., 2020), ultrasonido (Parniakov y col., 2015) o
liquidos presurizados (Onofrejova y col., 2010)

Particularmente el empleo de disolventes eutécticos profundos (DES, por sus siglas
en inglés, Deep Eutectic Solvents) ha ganado atencion en los ultimos afios debido a su
caracter de disolvente ecologico y su consideracion como una alternativa favorable a los
disolventes convencionales. Estos disolventes se crean combinando sales y/o compuestos
moleculares, en los cuales uno de los componentes desempefia el papel de donante de enlaces
de hidrégeno (HBD, por sus siglas en inglés, Hydrogen Bond Donor) y el otro actGa como
aceptor de enlaces de hidrdégeno (HBA, por sus siglas en inglés, Hydrogen Bond Acceptor)
en una proporcién molar especifica (Zhao y col., 2015), de tal forma que la mezcla resultante
tiene un punto de fusién muy inferior al de sus componentes puros. Recientemente, los

disolventes eutécticos profundos generados a partir de compuestos de origen natural, tales
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como carbohidratos, terpenos, alcoholes y &cidos orgéanicos, han sido categorizados como
disolventes eutécticos profundos naturales (Dai y col., 2016).

En este sentido, las extracciones con disolventes eutécticos profundos naturales
(NADES, por sus siglas en inglés, Natural Deep Eutectic Solvents) y asistidas por microondas
constituyen una alternativa interesante para obtener compuestos de interés a partir de material
vegetal, puesto que se ha demostrado que pueden lograrse mayores rendimientos, en un
menor tiempo, con respecto a los disolventes organicos y el calentamiento por conduccion,
lo cual minimiza tanto consumo energético como impacto ambiental.

De acuerdo con la literatura, la “extraccion verde” o “amigable con el medio
ambiente” es uno de los temas clave en la investigacion y el desarrollo cientifico e industrial,
ya que se emplea para disefiar procesos que ofrecen una utilizacion optima de solventes y
energia, minimizando el impacto ambiental y beneficiando la salud humana (Radosevié¢ y
col., 2016; Wei y col., 2015).

Por lo anterior, este trabajo tiene como finalidad optimizar las condiciones de
operacion para el proceso de extraccion de flavonoides asistida por microondas a partir de
hojas de bambl utilizando NADES mediante un disefio experimental factorial central
compuesto y la metodologia de superficie de respuesta. Asimismo, una segunda parte del
estudio contempla la descripcion termodindmica y cinética del proceso, ya que, cominmente
como lo reporta Jurinjak-Tusek y colaboradores (2022) los modelos de superficie de
respuesta no logran proporcionar informacién detallada sobre la transferencia de masa y
dinamica del proceso, debido a que su funcién principal es explicar como las variables

experimentales seleccionadas influyen en el proceso de extraccion.



.2 Antecedentes

Actualmente existe una mayor exigencia de implementar métodos de extraccion
verdes, que sean seguros Yy sustentables, en procesos industriales (Gonzélez y col., 2017;
Radosevi¢ y col., 2015; Wei y col., 2015). En este sentido, los disolventes eutécticos
profundos, se estan abriendo paso como disolventes no téxicos y biodegradables para la
extraccion de compuestos bioactivos de productos naturales (Zhen Lin y col., 2020), entre
ellos compuestos fenolicos (Ruesgas-Ramadn y col., 2017). No obstante, su aplicacion en la
recuperacion de moléculas de interés a partir de residuos de bambu es todavia escasa.

En la Tabla 1 se muestran algunos de los trabajos publicados recientemente sobre la
extraccion de compuestos de tipo fendlico presentes en hojas, brotes y conchas de brotes de
diferentes especies de bambu; en todos los casos que ahi se mencionan se utilizo alguna
metodologia propia de la quimica verde.

Por ejemplo, en el afio 2012, Xie y colaboradores desarrollaron una extraccion
eficiente de flavonoides, asistida por mecano-quimica, a partir de hojas de bambd
(Phyllostachys edulis), los resultados obtenidos fueron los siguientes: flavonoides totales
(expresados como mg de rutina/mL de extracto): 13.27 + 0.12 mg rutina/mL obtenidos
utilizando una solucion acuosa de NaxCOz al 12% en peso a 25 °C; para evitar la oxidacion
de los compuestos fendlicos se afiadié 2% en peso de Na:BsO7 <10H-0, con la cual, se
increment el rendimiento a 15.76 + 0.07 mg rutina/mL.

En el afio 2014, Shang y colaboradores realizaron la extraccion de compuestos
fenolicos, fenoles y flavonoides totales, a partir de bambi negro (Phyllostachys nigra),
utilizando mezclas de etanol en agua en diferentes proporciones, presurizadas y
sobrecalentadas. Las mejores condiciones de extracciéon fueron: tamafio de particula de
material: 425 um, 200 °C por 25 minutos; no obstante, las proporciones 0ptimas de etanol en
la mezcla etanol/agua variaron de la siguiente forma: para fenolicos totales 50%, flavonoides
totales 75% y para la prueba de DPPH 25%. Particularmente, la cantidad de fenoles totales y
flavonoides totales (expresados como equivalentes de acido galico y de quercetina por cada
100 g de hojas secas, respectivamente), fueron: 2682 + 0.9 mg EAG/100 g y 657 £ 1.7 mg
EQ/100 g; mientras que la mayor capacidad atrapadora de radicales libres obtenidas en este
estudio (expresada como equivalentes de acido ascorbico necesarios para inhibir 50% del
radical DPPH) fue de 3 g/100 g de hojas secas.



Tabla I. Trabajos reportados para la extraccion de compuestos fendlicos a partir de bambu.

Material Método (disolvente o técnica) Metabolitos obtenidos Referencia
Hojas de bambu (Phyllostachys edulis) EXtra(?\;:;oZE SZIS;I:IZS;):OT?C; 8;2%1; mica Flavrz:;:]l;:ézili;igz) me Xiey col.,, 2012
Fenoles totales: del brote
(Phyllostachys aureosuleata fue 14.642
+ 0.010 mg EAG?g y de Phyllostachys
edulis fue 10.672 + 0.038 mg EAG/g) y
de la concha (Phyllostachys
aureosuleata fue 9.103 + 0.004 mg
Concha y brote de bambu EA(IEQg 6)’9ge+ngg§;taChy E:\dGu/hs fue
(Phyllostachys edulis y Phyllostachys Etanol 80%, EAU' f R m.g g Jiny col., 2012
aureosuleata) avonoides totales: del brote
(Phyllostachys aureosuleata fue 4.088 +
0.033 mg rutina/g y de Phyllostachys
edulis fue 1.938 + 0.021 mg rutina/g) y
de la concha (Phyllostachys
aureosuleata fue 1.292 + 0.002 mg
rutina/g y de Phyllostachys edulis fue
6.325 £ 0.008 mg rutina/g)
Hojas de bamb: d'L‘,‘”‘:)” (Phyllostachys EAU' Flavonoides (4.538 mg rutina/g) Jiang, 2013
Fenoles totales (2682 + 0.9 mg EAG
Hoja de bambu negro (Phyllostachys Extraccion con liquidos presurizados /100 g de peso seco) y flavonoides Shang y col,,
nigra) (etanol a diferentes concentraciones) totales (657 = 1.7 mg EQ/ 100 g de 2014
peso seco)
Hojas de bambu (Phyllostachys EAU', liquidos isnicos Flavonoides (‘?.592 + 0.07 mg/g de Wang y col.,
heterocycla) hojas secas) 2018
Brote de bambi (Phyllostachys EAMO? Polifencles (54.80 1.6 mg EAG/ g Milani y col.,
pubescens) y metanol peso seco) y de flavonoides totales 2020
(1.30 £ 0.1 mg EQ/ g de peso seco)
Hojas de bamb (Phylostachys EAMO? .u’tilizand.o. etanol 70% y Flavonoides (rendimiento de 4.67 %) | Xuy col,, 2021
heterocycla) extraccion tradicional soxhlet

Nota: Extraccion asistida por ultrasonido. 2Extraccién asistida por microondas.

En 2018, Wang y colaboradores desarrollaron un método eficiente de extraccion
asistida por ultrasonido, utilizando como disolvente el 1-butil-3-metilimidazolio
([Bmim]Br), elegido de una serie de 15 liquidos i6nicos, para la extraccién de flavonoides, a
partir de hojas de bambu Phyllostachys heterocycla; posteriormente se utilizé n-butanol para
recuperar los flavonoides del liquido idnico. Utilizando un disefio de experimentos de Box-
Behnken y el método de superficie de respuesta, fueron evaluados el efecto de la
concentracion de [Bmim]Br, tasa liquido/sélido y tiempo, a partir de lo cual se obtuvieron
las siguientes condiciones optimas: 1.5 mol/L, 41 mL/g y 90 min, respectivamente. Bajo
estos parametros, la cantidad promediada obtenida de flavonoides totales (evaluada mediante
HPLC considerando el contenido de los flavonoides mas abundantes) fue de 4.592 mg/g de
biomasa. Posteriormente, los autores lograron recuperar el 97.87 £ 0.25 % y 96.52 + 0.63%
de los flavonoides y el liquido i6nico, a traves de una extraccion liquido-liquido con n-

butanol.



Por otra parte, Milani y col. (2020) evaluaron la extraccion, asistida por microondas,
de compuestos fendlicos a partir de los brotes de Phyllostachys pubescens, utilizando metanol
como disolvente. El disefio experimental de estos autores se basé en un modelo central
compuesto y el analisis de las variables evaluadas se llevo a cabo mediante la metodologia
de superficie de respuesta. Las condiciones optimas, estimadas por el modelo, fueron las
siguientes: relacion solido-liquido de 6.25 mg de biomasa/mL metanol durante 4 min a 105
°C; utilizando estos parametros, los resultados fueron los siguientes: fenoles totales 54.8 +
1.6 mg EAG/g de peso seco y flavonoides totales (1.3 £ 0.1 mg EQ/g de peso seco), en
comparacion con el método tradicional, a mayor tiempo y menores cantidades de extraccion
(11.2 £ 0.1 mg EAG/g de peso seco).

En 2021, Xu y colaboradores extrajeron flavonoides de las hojas de Phyllostachys
heterocycla utilizando la tecnologia de extraccidon asistida por microondas. El disefio
experimental de estos autores se basé en un modelo de un solo factor y disefio Plackett-
Burman con cuatro variables independientes (concentracion de etanol, relacion solido-
liquido, tiempo de extraccion y potencia de microondas) a dos niveles (+1) para disefiar 12
puntos experimentales con el fin de explorar los efectos de las variables independientes
mencionadas en el rendimiento de extraccion de flavonoides de las hojas de bambu. El
analisis de las variables evaluadas se llevé a cabo mediante la metodologia de superficie de
respuesta con el fin de obtener las condiciones Optimas de extraccion e investigar los efectos
de las variables independientes sobre el rendimiento de flavonoides, se realiz6 un disefio
Box-Behnken con tres variables, es decir, la concentracidn de etanol, el tiempo de extraccion
y la potencia de microondas, en tres niveles, utilizando el software Design Expert. Las
condiciones Optimas, estimadas por el modelo, fueron las siguientes: relacion sélido-liquido
de 4 g de biomasa/120 mL de etanol al 70.01% durante 24.9 min a una potencia de 559 W.
Bajo estos parametros, se obtuvo un rendimiento de flavonoides del 4.67% utilizando rutina
como estandar, en comparacion con el método tradicional de extraccidn con soxhlet, a mayor
tiempo (7 h) a 100°C se obtiene un menor rendimiento de extraccion (3.35%).

El dnico reporte en la literatura en el que se implemento el uso de NADES para tratar
brotes y vaina de la especie Bambusa oldhamii es el de Lin y colaboradores (2020). En su
estudio, los autores optimizaron la extraccion de proteinas de ambas secciones del bambd
utilizando el DES formado a partir de acido levulinico y cloruro de colina (en una relacion

molar 1:6).



Resulta interesante que hasta el momento no existan reportes del uso de NADES para
la extraccidn de compuestos fendlicos a partir de bambu, ya que en los Gltimos afios se han
propuesto estos disolventes como una técnica verde emergente para recuperar compuestos
fenolicos a partir de material vegetal y en particular, aquel que se considera residuo
agroindustrial. Cabe mencionar que los DES basados en cloruro de colina se han utilizado
exitosamente para extraer compuestos fendlicos, la mayoria de los DES de cloruro de colina
(Ch-DES) pueden preservar las bioactividades de los compuestos objetivo, lo que indica un
gran potencial de aplicacion en alimentos, productos farmacéuticos y cosméticos. Lo mas
interesante es que los Ch-DES ofrecen la ventaja de poder ser adaptados en propiedades
fisicoquimicas, como viscosidad, pH y polaridad, al variar los donantes de enlaces de
hidrégeno (Ruesgas-Ramoén y col., 2017; Herrera-Beltran y col., 2023).

Por otra parte, los estudios cinéticos y termodindmicos de las extracciones son
fundamentales para conocer el proceso. Por ejemplo, So y Macdonald (1986) reportaron la
cinética de extraccion de aceite de canola utilizando hexano como disolvente, describiendo
la cinética como un modelo de lavado/ difusion en dos etapas, haciendo referencia al lavado
como un alto coeficiente cinético (una alta tasa de transferencia del aceite de la superficie
solida al solvente) y a la difusion como un bajo coeficiente cinético (una baja tasa de
transferencia del aceite restante desde el interior del solido al solvente). Para el analisis
termodinamico Santos y col. (2015), propusieron la ecuacion de van't Hoff para estimar los
parametros termodindmicos como los cambios de entalpia y entropia de la extraccion. En
esta ecuacion se describe la relacion entre la entalpia, la entropia y los cambios de energia de
Gibbs en funcion del tercer principio de la termodinamica.

Los modelos cineticos mas utilizados para describir los procesos de extraccion
asistida por microondas consideran cinéticas de pseudo-primer orden y segundo orden, como
lo reportan Albarri y Sahin (2021). En particular, los modelos de pseudo-segundo orden han
sido los méas adecuados en numerosos trabajos en los cuales se utilizaron microondas (Chan
y col., 2014; Krishnan y Rajan, 2016; Chutia y Mahanta, 2021; Kurtulbas, 2021; Sharma y
Dash, 2022).

Por ejemplo, Krishnan y Rajan (2016), realizaron el estudio cinético y termodinamico
de la extraccion asistida por microondas de flavonoides de Terminalia bellerica a

temperaturas entre 40 °Cy 100 °C utilizando agua como disolvente. En el proceso, la relacion



liquido/solido (40 mL/g) y la temperatura fueron las variables con mayor impacto en la
cinética de segundo orden y el rendimiento, siendo 25.21 mg EQ/g la maxima cantidad de
flavonoides extraida. El valor positivo del cambio en la entalpia (AH= 15.5488 kJ/mol) indica
que el proceso fue endotérmico. El valor positivo del cambio en la entropia (AS= 54.4151
J/mol K) indica el aumento en el desorden del sistema de extraccion sélido/liquido debido a
la transferencia del soluto desde una fase solida mas ordenada a una fase liquida menos
ordenada.

En 2021, Kurtulbas usé microondas y el DES compuesto por &cido citrico y
etilenglicol (relacion molar de 1:4), en la extraccion de compuestos polifendlicos de las
cascaras de cereza acida (Prunus cerasus L.). Dependiendo de la potencia de la radiacion
(300 vs 500 W) y el tiempo del experimento, la cantidad total de sustancias fenélicas varié
entre 4.29 y 33.61 mg EAG/g de material fresco bajo diferentes condiciones de temperatura
y relacion sélido/liquido. En ese estudio, el modelo cinético de pseudo-segundo orden (R2 >
0.90) se ajustd exitosamente a los datos experimentales a 345, 351 y 352 K, para las cuales
se determinaron las siguientes constantes de velocidad (k): 2.07 X 10, 1.89 X 10*y 3.01
X 10° L mg? s?, respectivamente. Por otra parte, los autores estimaron a 351 K los valores
de AH =281.98 kJ/ mol, AS = 0.834 kJ/ mol K y AG =-10.752 kJ/ mol, lo cual corresponde
a un proceso endotérmico y espontaneo.

Recientemente, Sharma y Dash (2022) extrajeron compuestos fendlicos, antocianinas
y antioxidantes de la pulpa de jamun negro (Syzygium cumini) utilizando el DES conformado
por cloruro de colina y acido citrico monohidratado (relacion molar 1:1) y microondas. A
una potencia de 100, 200, 300 y 400 W durante 240 segundos, se obtuvo un rendimiento de
extraccion entre 37.671 y 40.632 mg de EAG/g. En estas condiciones, la constante de
velocidad de extraccion (k) aumentd de 1.94 X 10% a 2.11 X 10* g mg* s. El modelo
cinético de pseudo-segundo orden present6 el mejor ajuste en funcion de los distintos niveles
de potencia y tiempo evaluados.

Dado que hasta el momento no se ha estudiado la cinética y termodinamica de la
extraccion asistida por microondas de compuestos fendlicos a partir de hojas de bambu,

utilizando un DES, este trabajo resulta pertinente.



1.3 Planteamiento del problema

Existen 1641 especies de bambu, las cuales crecen vertiginosamente en regiones tropicales y
subtropicales en todo el planeta. En México, de acuerdo con la Comision Nacional Forestal,
se han identificado 36 especies lefiosas y cuatro especies de bambu herbéaceos. Debido a que
sus tallos son flexibles y resistentes, en muchos paises, el bambu se utiliza como material de
construccion y para elaborar utensilios domésticos. Por otra parte, los brotes de bambu son
aprovechados como alimento, mientras que sus hojas son consideradas frecuentemente como
residuos, a pesar de que se ha documentado su uso en la medicina tradicional china.

Las hojas de bambu contienen compuestos fendlicos de tipo flavonoide, los cuales
tienen propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antiinflamatorias, etc. Por lo que pueden
aprovecharse en formulaciones cosméticas o farmacéuticas. De esta forma, se le otorga una
segunda vida a un residuo agroindustrial. Sin embargo, resulta indispensable que la
extraccion de estos metabolitos secundarios se realice con procedimientos eficientes y
amigables con el medio ambiente.

En el presente trabajo se propone optimizar condiciones de operacion del proceso de
extraccion de flavonoides que se encuentran en hojas de bambu, utilizando disolventes
eutécticos profundos naturales (NADES) y radiacion de microondas, e investigar la cinética

y termodinamica de extraccion del proceso optimizado.



1.4 Justificacion

Actualmente se generan grandes cantidades de residuos agricolas y forestales en todo el
mundo, los cuales pueden ocasionar problemas ambientales si no son tratados
adecuadamente. Por otra parte, son una fuente importante de compuestos quimicos de interés
para las industrias farmacéuticas y cosméticas, entre otras. De tal manera que resulta
relevante optimizar procedimientos que permitan extraerlos de forma eficiente y sin
contaminar, lo cual implica conjuntar elementos de la Quimica Verde y la Ingenieria
Quimica. Particularmente, los disolventes eutécticos profundos naturales (NADES) y las
microondas, han ganado terreno, en las Gltimas dos décadas, en el campo de las técnicas
verdes, ya que se han propuesto como alternativas menos téxicas y ahorradoras de energia
con respecto a los tradicionales disolventes organicos y al calentamiento.

En México, de acuerdo con la Comisién Nacional Forestal se han registrado 36
especies lefiosas y cuatro especies de bambl herbaceos. Esta planta generalmente es
empleada por la comunidad rural para la construccion de casas y muebles por ser un material
accesible resistente y durable. No obstante, es frecuente que las hojas simplemente se
guemen, sin considerar que contienen flavonoides, &cidos fendlicos y lactonas, muchos de
ellos apreciados por sus propiedades medicinales y antioxidantes.

Por lo anterior, resulta de interés realizar la extraccion de flavonoides presentes en
hojas de bambd, utilizando disolventes eutécticos profundos naturales (NADES) y radiacion

de microondas para aprovechar ese residuo forestal.
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1.5 Hipotesis

El uso de disolventes eutécticos profundos naturales y microondas permiten una extraccion

eficiente y termodindmicamente favorable para la extraccion de flavonoides totales presentes

en hojas de bambu.
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1.6 Objetivos

General
Optimizar y describir cinética y termodinamicamente un proceso para la extraccion de
compuestos fendlicos presentes en las hojas de bambd utilizando disolventes eutécticos

profundos naturales y microondas.

Especificos

I. Preparar 5 NADES a partir de materias primas renovables y de bajo impacto al ambiente y
a la salud.

I1. Comparar la selectividad de los NADES en la extraccion de flavonoides totales a partir de
hojas de bambu.

I1l. Optimizar los pardmetros que influyen en la extraccion (temperatura, proporcion
NADES/agua y relacion liquido:solido) de los flavonoides totales presentes en las hojas de
bambu, a través de un disefio factorial central compuesto, utilizando la mezcla NADES/agua
mas eficiente.

IV. Evaluar la cinética y termodinamica del proceso de extraccion bajo las condiciones

Optimas estimadas en el objetivo anterior.
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CAPITULO 2

2.1 Marco teorico

2.1.1 Bambu

Los bambdues son plantas que se caracterizan por tener tallos que varian entre delgados y
gruesos, asi como hojas largas y estrechas. Generalmente, son definidos como gramineas y
pueden presentarse en forma herbacea, como el pasto, o lefiosa. Esta especie se encuentra
incluida en la subfamilia Bambusoideae, una de las subfamilias reconocidas dentro de la
familia Poaceae (Ruiz-Sanchez y col., 2015).

En México se encuentran varias especies de bambu, que han sido introducidas o son
endémicas del pais. Cabe destacar, que las especies que méas se cultivan en México son
Bambusa oldhamii, B. vulgaris, Phyllostachys aurea, P. bambusoides y Guadua angustifolia.
De acuerdo con ciertas investigaciones, se ha reportado que los estados con mayor
disposicion de bambd son Chiapas, en primer lugar, seguido por Veracruz y Oaxaca. Cabe
destacar que las especies Guadua angustifolia y Bambusa oldhamii son utilizadas con fines
alimenticios en el estado de Veracruz y en la Sierra Nororiental de Puebla (Aguirre-Cadena
y col., 2023; Ruiz-Sanchez y col., 2015).

2.1.1.1 Valor nutricional de los brotes de bambu

Chongtham y colaboradores (2011) describen que los principales nutrientes en los brotes de
bambu son proteinas, carbohidratos, aminoacidos, minerales, grasa, azucar, fibra y sales
inorganicas. El contenido de aminoéacidos presente en los brotes es considerablemente mayor
al encontrado en otras verduras como la zanahoria, la cebolla y la calabaza (Aguirre-Cadena
y col., 2023). En cuanto a los minerales, se encuentran potasio, calcio, manganeso, zinc,
cromo, cobre, hierro y, en menores proporciones fosforo y selenio. Los extractos de brotes
de bambd complementan los antioxidantes que se producen en el cuerpo humano (Gupta y
col., 2010), reduciendo el estrés oxidativo y, por lo tanto, el riesgo de enfermedades cronicas
(Limy Lee, 2013).

2.1.1.2 Valor nutricional de las hojas de bambu
Las hojas de bambu contienen proteinas como glutelina, lisina, metionina, betaina, colina y
enzimas proteoliticas como nucleasa y ureasa (Cheng y col., 2023).
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A lo largo de los siglos han sido empleadas en la medicina tradicional china para
reducir la fiebre y aliviar la inflamacion, y recientemente se descubrié que son clinicamente
atiles en el tratamiento de la hipertension, la arteriosclerosis, las enfermedades
cardiovasculares y ciertas formas de cancer (Shibata y col., 1975; Lin y col., 2008; Cheng y
col., 2023).

En particular, las hojas de la especie Bambusa han sido utilizadas tradicionalmente
para controlar la tos, fiebre y la lepra. Por su parte, la especie de B. arundinacea ha
demostrado poseer propiedades antiinflamatorias, antiulcerosas, antimicrobiana e
hipoglucemiantes. Asimismo, se ha establecido que los extractos de hojas de bambu son una

fuente rica en flavonoides (Sangeetha y col., 2015).

2.1.1.3 Usos
El bambu es uno de los recursos naturales de méas rapido crecimiento en muchos paises del
mundo y es un importante material de construccidn y elaboracion de utensilios domésticos.
El bambu es considerado como un material econémico y sustentable; ademas, tiene un gran
potencial para ser utilizado como sustituto de la madera (Kaur y col., 2016).

El bambu tiene un amplio valor ecoldgico debido a que es un material de crecimiento
rapido e incluso los tallos que se cortan anualmente tienden a tener un rebrote constante. Una
plantacion de 20 x 20 m produce después de cinco afios suficiente materia prima para
construir dos casas de 8 x 8 m, de acuerdo con datos encontrados en la Fundacion del Medio
Ambiente del Bambu, de Bali, Indonesia. En referencia a la industria, el bambu es utilizado
para producir papel en Brasil e India; en este Gltimo, el 80% del papel que producen proviene
del bambu. (Ordoriez y col., 2013).

Ademas, sus hojas han sido consumidas en China desde hace mucho tiempo debido a
que poseen numerosos metabolitos secundarios con propiedades tanto medicinales como
nutritivas, las cuales estan asociadas con beneficios para la salud humana. El extracto de
hojas de bambu puede presentarse como un polvo de color marron claro obtenido de dichas
hojas y contiene una alta concentracién de componentes bioactivos, entre los cuales destacan
los flavonoides, acidos fendlicos y lactonas cumarinicas (Gao y col., 2019).

De acuerdo con Singhal (2024), las hojas de bambu también pueden usarse en la
elaboracion de galletas y pasteles de arroz; en estos ultimos, aumentan dureza y

masticabilidad. Asimismo, un estudio reporté que se elabord vino de bambu a partir de sus
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hojas, el cual se obtiene mediante la fermentacion alcohédlica de hojas y material alimenticio

con almidon, resultando un producto rico en vitaminas B solubles en agua.

2.1.2 Principales compuestos antioxidantes presentes en las hojas de
bambu

Entre los principales compuestos presentes en los extractos obtenidos de hoja de bambu se
encuentran los compuestos fendlicos, como acidos fendlicos y flavonoides, ademas de

polisacaridos, poliesteroles y terpenoides (Indira y col., 2022).

2.1.2.1 Compuestos fendlicos
Los compuestos fendlicos, fenoles o polifenoles son designaciones para un tipo de
metabolitos secundarios de las plantas, que tienen en comun la presencia de al menos un
anillo aromético con uno o mas grupos hidroxilo. Esto da como resultado un conjunto muy
heterogéneo, tanto por su estructura como por sus propiedades, abarcando una amplia gama
de compuestos quimicos desde moléculas pequefias hasta polimeros de méas de 30000 Da
(Bravo, 1998).

Estos compuestos son ubicuos en el reino vegetal (verduras, frutas, cereales) y
algunos de sus derivados (zumos de frutas, té, café, vino, etc.). Estan implicados en muchas
funciones de importancia para las plantas, que van desde su morfologia, hasta la
reproduccion, el crecimiento, la resistencia a depredadores y patdgenos, asi como la
prevencion de la germinacién prematura (Bravo, 1998).

Los compuestos fendlicos se clasifican como fenoles simples o polifenoles en funcién
del nimero de unidades de fenol en la molécula. Entre ellos se encuentran cumarinas,
ligninas, lignanos, taninos condensados e hidrolizables, acidos fendlicos y flavonoides (Soto-
Vacay col., 2012).

Los flavonoides y los acidos fendlicos tienen una gran capacidad para neutralizar
radicales libres, por lo que en numerosas publicaciones se ha asociado el consumo de estos
antioxidantes con la prevencion o el retraso del dafio oxidativo de proteinas, lipidos y acidos

nucleicos en el cuerpo (Balsano y Alisi, 2009).
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2.1.2.1.1 Flavonoides
Los flavonoides son algunos de los fendlicos mas ampliamente distribuidos en los tejidos
vegetales y, a menudo, responsables junto con los carotenoides y las clorofilas de sus colores
azul, morado, amarillo, naranja y rojo. La familia de los flavonoides incluye flavonas,
flavonoles, isoflavonoles, antocianinas, antocianidinas, proantocianidinas y catequinas.
Todos los flavonoides se derivan de los aminoacidos aromaticos, fenialanina y tirosina, y
tienen una estructura base de tres anillos (Fig. 1). La variacion en la estructura de los
flavonoides proviene de las reacciones de hidroxilacion, prenilacion, alcalinizacion y

glicosilacion, que alteran la estructura base (Khoddami y col., 2013).

Figura |. Estructura basica de los flavonoides.

La atencion que han recibido los flavonoides se debe a su gran potencial para su
aplicacion en las industrias cosmética, farmacéuticas y de alimentos, debido a sus efectos
beneficiosos para la salud, incluidos los efectos antioxidantes, antifungicos, antitumorales y
antidiabéticos (Xu y col., 2021). En el caso del bambu, estos metabolitos secundarios estan
presentes en las hojas, raices y xilema.

Los principales flavonoides presentes en las hojas de bambi son: la orientina, la
homoorientina, la vitexina y la isovitexina (Fig. 2). Los cuatro son de tipo C-glicosidos y
exhiben una amplia gama de actividades bioldgicas, incluyendo actividades antimicrobianas,
antivirales, antiinflamatorias, anticancerigenas y antiparasitarias, asi como también
contribuyen a evitar enfermedades cardiovasculares y la lipoperoxidacion, ademas de brindar

radioproteccion (Xie y col., 2013; Lan y col., 2020).
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Figura 2. Estructuras de flavonoides presentes en las hojas de bambu

2.1.3 Pruebas para determinar la actividad antioxidante

La actividad antioxidante de una muestra, particularmente si se trata de un extracto, no puede
ser evaluada utilizando Unicamente un ensayo, debido a que los mecanismos por los cuales
se oxidan los diferentes componentes de la muestra pueden ser de diferente tipo. Es por ello
que en la practica se emplean diversos modelos de pruebas in vitro para realizar un primer
cribado. En la primera parte de este trabajo solo se utilizaran dos de ellas: los ensayos de
DPPH (radical 1,1-difenil-2-pricil-hidrazilo) y FRAP (capacidad de reduccion férrica del
plasma). Los mecanismos de las reacciones quimicas involucradas en las pruebas de DPPH
y FRAP se pueden dividir en dos categorias: transferencia de atomos de hidrégeno y
transferencia de un solo electron (Munteanu y Apetrei, 2021). Debido a esto, en ocasiones,

no es posible encontrar una correlacion directa entre los resultados de ambas.

2.1.3.1 Ensayo de DPPH (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)
Un radical libre se define como una molécula o fragmento de molécula que posee uno 0 mas

electrones desapareados, lo que le confiere una alta reactividad. Esta prueba hace uso del
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radical 2,2- difenil-1-picrilhidrazilo, mejor conocido como DPPH, el cual tiene un electron

desapareado en un a&tomo de nitrégeno (Figura 3).

NO,

NO,

Figura 3. Estructura del radical 2,2- difenil-I-picril-hidrazilo.

El ensayo tiene como propdsito valorar la capacidad atrapadora de radicales libres
que posee un compuesto o una mezcla, como es el caso de los extractos obtenidos de plantas.
El método fue introducido por Blois en 1958, quien demostrd por primera vez que el radical
DPPH tiene la capacidad de aceptar un atomo de hidrégeno cuando reacciona con
compuestos antioxidantes. Sin embargo, dependiendo de las condiciones experimentales y la
estructura molecular del compuesto antioxidante, la transferencia de un electron también
puede contribuir a neutralizar al radical.

La neutralizacion del radical DPPH que ocurre durante la reaccion es el principio
fundamental de este ensayo (Sharma y Bhat, 2009).

El radical DPPH tiene un color violeta notablemente estable e intenso. Cuando una
solucion de DPPH se mezcla con una sustancia capaz de donar un atomo de hidrégeno, su
color cambia a amarillo palido, debido a la formacion de la hidrazina DPPH-H. La reaccion
se monitorea mediante espectroscopia visible a 515nm (Mishra y col., 2012; Gulcin y
Alwasel, 2023).

2.1.3.2 Ensayo de la capacidad de reduccion férrica del plasma (FRAP)
El ensayo FRAP es un método que evalla la capacidad que tienen los compuestos
antioxidantes de transferir electrones al complejo férrico-TPTZ (tri-piridiltriazina) que se
muestra en la figura 4, en el cual los iones Fe®* pasan a Fe?*, con el concomitante cambio en

el color de la solucion de amarillo palido a azul. A diferencias de otros métodos que siguen
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el mismo mecanismo, este ensayo se realiza en condiciones de pH &cido (pH=3.6) para

mantener la solubilidad del hierro.
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Figura 4. Estructura del complejo férrico-TPTZ (tri-piridiltriazina).

Al igual que en el ensayo de DPPH, la prueba no esta disefiada para identificar un
tipo especifico de compuesto antioxidante. Esto significa que en algunas ocasiones puede
haber interferencias de cualquier semirreaccion que tenga un potencial redox mas negativo,
es decir, con mayor tendencia a donar electrones, lo que provocaria la reduccion del ion
férrico (Benzie y Strain, 1996; Munteanu y Apetrei, 2021).

A pesar de sus limitaciones, ambas pruebas se utilizan para determinar capacidad
antioxidante de compuestos de origen natural, debido a que son sencillas de usar y

proporcionan un resultado preliminar de la naturaleza de la muestra.

2.1.4 Quimica verde
La quimica verde se define como “el disefio de procesos y productos para reducir o eliminar

el uso y generacion de sustancias peligrosas”. De acuerdo con Anastas & Eghbali (2010) el
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disefio es el aspecto mas importante de la quimica verde. Este concepto ha tenido un gran
impacto desde su gestacion debido a que va mas alla de un laboratorio de investigacion, hasta
cierto punto se ha convertido en un estilo de vida, estando presente en las industrias, en la
educacion y la sociedad en general.

Muchos procesos que se llevan a cabo en los laboratorios o la industria se basan en el
uso de disolventes organicos, lo que puede tener ciertas desventajas, ya que muchos de ellos
son toxicos, inflamables, explosivos, corrosivos y, en consecuencia, dafian la salud y el medio
ambiente. En los ultimos afos se han propuesto algunas alternativas a estos, siendo de las
mas interesantes los denominados “disolventes verdes”. Dentro de esta categoria se
encuentran, fluidos supercriticos (FSC), los liquidos idnicos (LIs), los disolventes eutécticos
profundos (DEPS), hidrétropos y disolventes eutécticos profundos naturales (NADES) (Héckl
y Kunz, 2018; Vandeponseele y col., 2020).

2.1.5 Disolventes eutécticos profundos

El vocablo “eutéctico” procede del término griego eutéktos que significa bajo punto de fusién
que se aplica a una aleacién o medio liquido (Liu y col., 2018). En términos generales, un
sistema eutéctico representa una mezcla de componentes que provoca, debido a las
proporciones especificas, el punto de fusion bajo.

Particularmente, un disolvente eutéctico profundo es una mezcla de, por lo menos,
dos componentes: un aceptor de enlaces de hidrégeno, como cloruro de colina, también
conocida como vitamina B4, y un donante de hidrégeno, como aminoacidos, &cidos,
carboxilicos, azUcares, polioles, etc. El resultado es generalmente un liquido, con un punto
de fusion mas bajo que el de cada componente (Wei y col., 2015).

Las materias primas que se usan para prepararlos pueden ser muy variadas, lo que da
lugar a una amplia gama de combinaciones con caracteristicas particulares. Generalmente se
usan compuestos de origen natural para su preparacién, por lo que tienen baja toxicidad.
Ademas, poseen alta estabilidad térmica presion de vapor insignificante, y baja
inflamabilidad, lo que los hace mas seguros para su manejo y almacenaje con respecto a
muchos de los disolventes organicos tradicionales. Por otra parte, su costo de produccion es
mas bajo en comparacion con otros disolventes verdes, como los liquidos idénicos (Hansen y
col., 2021).
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En los ultimos afios, numerosas investigaciones se han centrado en las aplicaciones
de los disolventes eutécticos profundos en diversas areas, incluida la captura de gas,
biocatalisis, sintesis organica, y procesos de extraccién de compuestos valiosos a partir de
materia vegetal (Lazaro y col., 2023). Esto ultimo se debe a su capacidad para disolver
parcialmente el material lignoceluldsico de diversas biomasas y se ha encontrado que tienen
el potencial de extraer una gran variedad de compuestos tanto polares como no polares
(Abidin y col., 2017; Chanioti y Tzia, 2018).

Adicionalmente, los disolventes eutécticos profundos generados exclusivamente a
partir de compuestos de origen natural (por ejemplo, azlcares, alcoholes de azUcar, acidos
organicos, aminoacidos y aminas) y/o materiales bio-renovables han sido denominados
“disolventes eutécticos profundos naturales (NADES)”. Esto ha ampliado las posibilidades
de estos disolventes verdes y sus extractos para ser usados como parte de formulaciones en
el campo de las ciencias alimentarias, farmacéuticas y cosméticas (Smith y col., 2014,

Morgana y col., 2022).

2.1.6 Métodos de extraccion de compuestos antioxidantes

La extraccién es un proceso en el cual ciertas sustancias de una mezcla sélida o liquida se
disuelven con la ayuda de un disolvente liquido. La extraccién solido/liquido se define como
un proceso de separacion en el que un disolvente liquido se utiliza para extraer compuestos
especificos o de interés desde una matriz sélida, formando una solucién (Chanioti y col.,
2014). Para realizar las extracciones sdlido/liquido de manera eficiente se necesitan
considerar ciertos factores que cominmente afectan a los procesos de extraccion, los cuales
son: las caracteristicas del material vegetal, el tipo de solvente, la temperatura, la presion y
el tiempo (Azmir y col., 2013).

Otro aspecto importante es la seleccion del método de extraccion, ya que, esto puede
influir en el rendimiento del proceso (Azmir y col., 2013).

Con el paso de los afios las técnicas de extraccion se han ido modificando o
cambiando con la finalidad de disminuir el tiempo de extraccién y la formacién de
subproductos, aminorar el dafio al medio ambiente por los altos consumos energéticos y el
uso de solventes organicos volatiles, sin mencionar que, actualmente ha crecido el interés en

los productos naturales y procesos sostenibles por lo que se han buscado alternativas
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haciendo que se dividan las técnicas en convencionales y no convencionales (Naviglio y col.,
2019).

2.1.6.1. Técnicas de extraccion convencionales
Las técnicas convencionales se clasifican en maceracion, infusion, hidrodestilacion,
decoccion, extraccion soxhlet y extraccion por reflujo térmico. Generalmente estas técnicas
se basan en el uso de solventes orgéanicos volatiles, calentamiento y/o agitacion (Azmir y
col., 2013; Brusotti y col., 2014; Naviglio y col., 2019; Rasul, 2018).

2.1.6.1.1 Maceracion

Es un método de extraccién solido/liquido que consiste en colocar la muestra sélida
previamente pulverizada en un recipiente hermético al cual se le afiade el disolvente. Se deja
reposar por varias horas o dias a temperatura ambiente, agitandolo esporadicamente para
aumentar la difusién del disolvente a través de la pared celular. Una vez que los compuestos
se hayan disuelto en el disolvente, el extracto se cuela y el residuo solido se prensa con la
finalidad de recuperar la mayor cantidad de disolvente posible (Azmir y col., 2013; Rasul,
2018).

2.1.6.1.2 Infusién
Es uno de los métodos mas sencillos y conocidos aun por personas no expertas en quimica.
Consiste en verter agua caliente al material vegetal y dejar reposar durante 1 0 2 minutos.

Posteriormente, se filtra el extracto acuoso para promover la biomasa (Naviglio y col., 2019).

2.1.6.1.3 Hidrodestilacién
Este método es generalmente utilizado para la extraccion de aceites esenciales de plantas y
de algunos compuestos bioactivos. No hace uso de disolventes organicos y no se necesita
deshidratar o pulverizar la muestra, ya que, solamente el material vegetal se coloca en un
compartimiento de alambique y se le afiade suficiente cantidad de agua, para posteriormente
aplicar calor para hacer ebullir el agua (Azmir y col., 2013; Rasul, 2018).

Existen tres tipos de hidrodestilacion: destilacion con agua, destilacion con agua y
vapor, y destilacion con vapor directo. Una manera alternativa para realizar la extraccion es

inyectando el vapor directamente a la muestra. Tanto el agua caliente como el vapor ayudan
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a que los compuestos bioactivos se liberen del tejido vegetal. Posteriormente, un sistema de
enfriamiento indirecto con agua condensa la mezcla de vapores de agua y aceite (Azmir y
col., 2013; Rasul, 2018).

2.1.6.1.4 Decoccion
Este método es utilizado cuando los compuestos de interés no son sensibles al calor y pueden
solubilizarse en agua, ya que, consiste en hervir el material vegetal (previamente pulverizado
0 cortado en trozos pequefios) utilizando agua como disolvente durante un tiempo
determinado. Ademas, este método es Gtil cuando se necesita extraer compuestos de las partes

duras de las plantas como lo son las cortezas y raices o tallos lefiosos (Rasul, 2018).

2.1.6.1.5 Extraccion soxhlet
La extraccién soxhlet es uno de los métodos convencionales mas utilizados para extraer
compuestos bioactivos que no sean sensibles al calor. Para realizar este proceso, de
preferencia se necesita que el material vegetal este pulverizado para posteriormente colocarlo
en un dedal hecho de papel filtro e introducirlo dentro del tubo extractor, el cual se conecta
a un matraz de fondo redondo (donde esta contenido el disolvente) y a un condensador de
reflujo (Azmir y col., 2013; Naviglio y col., 2019; Rasul, 2018).

Se afiade calor al matraz, hasta que el disolvente alcance su punto de ebullicion,
posteriormente sube por el tubo méas angosto y se condensa en el refrigerante y cae sobre la
muestra sélida, extrayendo asi los compuestos bioactivos; una vez que éste se ha llenado y
se alcanza el nivel de rebose, automaticamente se vacia el sifon hacia el matraz y asi se repite

el proceso hasta que completa la extraccion (Azmir y col., 2013; Rasul, 2018).

2.1.6.1.6 Extraccion por reflujo térmico
Se utiliza para extraer compuestos bioactivos a partir de material vegetal. La muestra debe
estar seca y pulverizada para incrementar el area de contacto con el disolvente (generalmente
etanol, metanol, agua, etc.). Esta técnica consiste en calentar la muestra ya contenida en un
matraz con el disolvente, conectado a un refrigerante de reflujo para evitar la evaporacion
del disolvente, en un bafio de agua o aceite a una temperatura controlada, sin alcanzar su
punto de ebullicion (Biesaga, 2011; Moldovan y col., 2019; Xu y col., 2016).
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2.1.6.1.7 Extraccion convencional con disolvente o extraccién asistida por
calentamiento
Esta técnica es una modificacion de otras técnicas convencionales como la maceracion y la
extraccion por reflujo térmico. En este método se pone en contacto la biomasa con el
disolvente, luego la mezcla se coloca en un bafio de agua o aceite a una temperatura
controlada, segun la condicion experimental que se desee, acompafiado de agitacion
electromagnética continua. Una vez finalizado el proceso, se filtra para obtener la solucion
de interés y en algunos casos se procede a evaporar la solucion utilizando un rotavapor para

eliminar el disolvente (Biesaga, 2011; Madureira y col., 2021).

2.1.6.2 Técnicas no convencionales
Entre las técnicas no convencionales mas comunmente utilizadas se encuentran: la extraccion
con liquido presurizado, la extraccion asistida por ultrasonido y la extraccion asistida por

microondas.

2.1.6.2.1 Extraccion con liquido presurizado
Este método es conocido de varias maneras, entre ellos la extraccion con fluido presurizado,
extraccion acelerada con fluidos y extraccidn con solventes a alta presion. Se ha utilizado
para extraer compuestos bioactivos a partir de esponjas marinas, material vegetal de diverso
origen e incluso pueden llegarse a extraer contaminantes organicos a partir de matrices
ambientales. EI método consiste en aplicar alta presion para que el disolvente se mantenga
liquido, ya que esto facilita el proceso de extraccién disminuyendo el tiempo de extraccion y

la cantidad de solvente (Azmir y col., 2013).

2.1.6.2.2 Extraccion asistida por ultrasonido
Esta técnica consiste en la propagacion de pulsos de alta frecuencia con intensidad progresiva
mediante sondas de titanio que se encuentran sumergidas en un medio liquido. Estas ondas
se propagan a través del medio generando zonas de compresion y expansion, lo que da a lugar
a un fendmeno denominado cavitacion, en donde se forman, crecen y colapsan burbujas,
facilitando la extraccion de compuestos bioactivos desde la matriz vegetal (Azmir y col.,
2013; Naviglio y col., 2019).
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2.1.6.2.3 Extraccidn asistida por microondas
La extraccion asistida por microondas es un metodo avanzado, econémico, rapido y eficiente
que se ha utilizado cada vez més para obtener compuestos bioactivos de materiales vegetales.
En este tipo de extraccion, se utiliza radiacion con longitudes de onda en el rango de las
microondas en lugar del calentamiento por conduccion (Routray y Orsat, 2012).

Las microondas son ondas electromagnéticas no ionizantes que se encuentran entre
el rango de radiofrecuencia y el infrarrojo en el espectro electromagnético, abarcando una
banda de frecuencias de 300 MHz a 300 GHz. La frecuencia de 915 MHz es ideal para
aplicaciones industriales debido a su mayor capacidad de penetracion, mientras que los 2,450
MHz suelen emplearse en microondas domésticos y en aplicaciones de extraccién, con
numerosas unidades comerciales disefiadas especificamente para la quimica analitica
(Routray y Orsat, 2012).

En la extraccion asistida por microondas, la energia se transfiere directamente al
material vegetal a través de interacciones moleculares con un campo electromagnético, donde
la energia electromagnética se convierte en energia térmica. La radiacién de microondas
penetra en el material vegetal, generando un aumento instantaneo de la temperatura dentro
de la matriz vegetal. Este calor aumenta la presién intercelular, provocando que las células
vegetales estallen y que los compuestos en el solvente se liberen durante la extraccion
(Sharma y Dash, 2022).

Incremento
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de extraccién

Degradacion
de los tejidos
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Figura 5. Ventajas del uso de microondas en procesos de extracciéon. Adaptada de: “Mass transfer,
kinetics, and thermodynamics studies during the extraction of polyphenols from Feijoa sellowiana peels” por
Abishli y col. 2021.
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Una de las ventajas de utilizar esta técnica, respecto a las tradicionales, es que las
microondas pueden penetrar facilmente en los poros de la muestra, haciendo que el solvente
atrapado en los poros se caliente de manera uniforme y rapida. A diferencia del calentamiento
convencional, donde se necesita mucho tiempo para que el recipiente se caliente y luego
transfiera su energia al solvente, la asistencia por microondas es muy répida ya que el calor
se transfiere directamente al solvente, siempre y cuando éste absorba microondas (Letellier
y Budzinski, 1999).

2.1.7 Cinética de extraccion

La cinética de extraccion estudia el progreso del proceso a lo largo del tiempo. Implica
monitorear la tasa de extraccion, la concentracion de los compuestos extraidos y determinar
los factores que afectan a la velocidad de extraccion (Krishnan y Rajan, 2016).

Se han propuesto algunos modelos para llevar a cabo este tipo de anélisis en las
extracciones solido/liquido de compuestos antioxidantes a partir de diferentes biomasas.
Entre ellos se encuentran el modelo de Peleg, el modelo logaritmico (Tusek y col., 2016) y
la ecuacion empirica de ponomaryov (Paunovi¢ y col., 2015). Con el paso del tiempo, los
modelos han evolucionado, siendo actualmente los mas utilizados, por lo que, los modelos
que mejor describen el progreso del proceso a lo largo del tiempo, especialmente en técnicas
no convencionales como la extraccion asistida por microondas, son los modelos de pseudo
primer orden y psuedo segundo orden (Abishli y colaboradores, 2021; Albarri y Sahin, 2021;
Kurtulbas, 2022).

De acuerdo con la literatura, la extraccion sélido/liquido puede considerase como el
proceso inverso a la adsorcion, por lo que, se pueden aplicar los fundamentos de las
ecuaciones de cinéticas de adsorcion a la extraccion solido/liquido (Kaderides y col., 2019).
Por ello, se emplean los modelos de pseudo primer orden y pseudo segundo orden para
calcular e investigar la cinética de la extraccion de compuestos antioxidantes a partir de
material vegetal.

Con lo descrito en el parrafo anterior, se puede interpretar que cuando el proceso de
extraccion se ajusta al modelo de pseudo-primer-orden, indica que la etapa inicial de la
extraccion ocurre de forma rapida, es decir, en esta fase la transferencia de los compuestos
presentes en el material vegetal hacia el solvente se da con facilidad, lo que lleva a alcanzar

el equilibrio rdpidamente. Esto suele suceder cuando el proceso de extraccion esta dominado
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por la difusién externa, es decir, los compuestos solo se liberan desde la superficie de la
biomasa sin penetrar las zonas mas profundas ni depender de los sitios activos que se
encuentran dentro de la matriz vegetal (Wang y Guo, 2020).

El modelo de pseudo-segundo-orden es adecuado cuando la extraccion depende de la
ruptura de enlaces entre los compuestos y la matriz vegetal. En este caso, los compuestos se
encuentran en el interior de la biomasa, es decir, domina la difusion interna, lo que hace que
se ralentice el proceso, provocando que se alcance el equilibrio lentamente (Wang y Guo,
2020).

Es importante llevar a cabo estos estudios, ya que, la velocidad en la que se extraen
los compuestos de interés (esto es, la rapidez en la que se llega al equilibrio) se ve afectada
por diversos factores como la eleccion de solvente, la relacion solido/liquido, tamafio de
particula y la temperatura. Esto aplica tanto a los métodos de extraccion convencionales o0 no
convencionales (Agu y col., 2021; Chan y col., 2014).

Cabe destacar que, en la mayoria de los procesos de extraccion, la energia de
activacion (E,) se emplea para analizar el comportamiento de cémo la temperatura del
sistema influye en la velocidad con la que se transfieren los compuestos al disolvente. Para
ello, la energia de activacion (E,) se determina utilizando la ecuacion de Arrhenius para
deducir la relacion o el efecto que la temperatura tiene sobre la constante de velocidad

calculada.

2.1.8 Estudio termodinamico

Un sistema depende de pardmetros termodinamicos como los cambios en la entalpia, la
entropia y la de energia de Gibbs, que se utilizan para describir lo que ocurre en el proceso
(Albarri y Sahin, 2021).

El proceso de extraccion sélido/liquido pasa por varias etapas. La primera es la etapa
de dispersion de compuestos bioactivos, de la biomasa al solvente (desde la concentracién
mas alta hasta la concentracion méas baja). La fase de dispersion produce energias que se
contabilizan en un sistema termodindmico a una temperatura y presion constantes, como la
energia de Gibbs. La energia de Gibbs expresa la espontaneidad de la reaccion quimica o

proceso.
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Por lo tanto, para determinar la energia de Gibbs durante los cambios resultantes del
proceso de extraccion, se deberan calcular los cambios de entalpia y entropia aplicando la

ecuacion de Van't Hof (Albarri y Sahin, 2021; Krishnan y colaboradores, 2016).

2.1.9 Importancia de los estudios cinéticos y termodindmicos en los
procesos de separacion

Los estudios cinéticos cominmente son utilizados en procesos de extraccion para
determinar los tiempos Optimos y en algunos casos puede ayudar a disminuir el consumo
energeético (Albarri y Sahin, 2021; Chutia y Mahanta, 2021), en el proceso de cristalizacién
se analiza la cinética de nucleacién y el crecimiento de cristales (McCabe y col., 2007), y en
los procesos de secado se implica mediante el estudio de la tasa de evaporacion (Geankoplis,
1998).

Actualmente los estudios cinéticos estan siendo ampliamente aplicados en los
procesos de extraccion sélido/liquido, como es el caso de la extraccion de compuestos
antioxidantes a partir de material vegetal, ya que, es importante considerar los factores que
estan afectando la velocidad con la que ocurre el proceso. No basta con solo desarrollar una
serie de experimentos para determinar las condiciones Optimas y maximizar la cantidad de
compuestos extraidos del material vegetal, es decir, no solo es importante conocer que tanto
se puede extraer, sino también cuan rapido se puede extraer para hacer mas eficiente el
proceso (Rente y col., 2022).

Entre los parametros que mas afectan en que tan rapido se pueden transferir los
compuestos de interés hacia el solvente, sin importar si es una técnica convencional o no, son
principalmente la seleccion del tipo de solvente, la relacion solido/liquido, el tamafio de
particula y la temperatura (Chan y col., 2014).

Por otra parte, es importante realizar el estudio termodinamico para conocer el
comportamiento del proceso, y asi determinar si este necesita un ajuste, por ejemplo, si los
valores de entropia o la energia de Gibbs no son ideales, eso no da pauta a definir que el
modelo este mal disefiado, sino que necesita ser mejorado con ciertas modificaciones.
Aunque si es un proceso ya establecido y no cumple con ciertos valores ideales, no quiere
decir que deba cambiarse completamente sino hacer ligeras modificaciones, aunque esto

también dependera de los intereses econdmicos (Demirel, 2004; Smith y col., 2014).
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Los procesos industriales o experimentales son de naturaleza irreversible, ya que, no
pueden regresar a su estado inicial sin una pérdida neta de energia o aumento de entropia.
Todos los procesos se llevan a cabo en un tiempo finito con sustancias reales que se
acomparian en cierto grado por defectos disipaditos (puede ser calor, friccion, vibraciones,
ruido o turbulencia), por lo tanto, todos son irreversibles (Smith y col., 2014; Roma y Pirino,
2009).

Comuanmente son utilizados en la destilacion, ya que, para poder separar los
componentes la composicion del vapor debe ser diferente de la composicion del liquido con
el que se encuentra en el equilibrio en el punto de ebullicién de este ultimo. A partir de esto
ultimo, se determinan las condiciones de operacién empleando la energia de Gibbs y entalpia
de evaporizacion (Geankoplis, 1998).

Estos enfoques suelen utilizarse para describir los procesos de extraccion de
compuestos antioxidantes a partir de materiales vegetables a nivel laboratorio. De este modo,
es posible evaluar si la separacion es viable y comprobar si el aumento de la temperatura
favorece la extraccion, ya que, la constante de equilibrio se ve influenciada por la temperatura
(Anslyn y col., 2006; Chutia y Mahanta, 2021; Krishnan y Rajan, 2016; Kurtulbas, 2021).

Ademas, diversos métodos termodindmicos también son implementados para definir
las propiedades termodinamicas de diferentes tipos de biomasa y sus componentes, lo que
permite evaluar la viabilidad del proceso, establecer si el proceso es energéticamente
favorable y determinar como es que afecta la temperatura, presion, la relacion de los reactivos
implementados en el proceso (Michael, 2024).

Con base a lo descrito anteriormente, los analisis cinéticos y termodindmicos son
estudios que pueden brindarnos informacién importante del comportamiento del proceso y
ayudar en la mejora de cada uno de ellos de ser necesario. Ademas, en caso de ser procesos
a nivel laboratorio es importante analizar los parametros que pueden afectar los procesos, ya
que esta informacion sera un factor clave para poder realizar el escalamiento a nivel industrial
(Rente y col., 2022).
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CAPITULO 3

3.1 Metodologia

En la Figura 6 se muestran de manera general las fases de la metodologia y en las secciones

posteriores se describe de manera concisa los procedimientos que se emplearan en cada etapa.

Preparacién Hojas
de 5 b
NADES e

'
Secado y tamizado de las
hojas recolectadas

‘ Extraccién con microondas a
> 60°C, |5 min (NADES 1,2,3,4, «
5 y EtOH al 80%)

v

Flavonoides t;tales, DDPH, Extraccion de compuestos
FRAP con etanol al  80%,
v calentamiento durante |5
NADES Seleccion de min
menos [ NADES mas '
eficientes No eficiente Flavonoides totales,
5 DPPH, FRAP
|l
Andlisis de la tension < Optimizacién de la extraccion con NADES
superﬁc!al yla Cinética
viscosidad

v
Termodinamica

v
Andlisis de resultados

Figura 6. Diagrama de flujo de la metodologia de trabajo.

3.1.1 Obtencidén y procesado de las hojas de bambu

Para elegir la especie de bambu estudiada, se colectaron dos muestras de diferente especie.
La primera correspondio a la especie Rhipidocladum racemiflorum, obtenida en el vivero del
biologo David Moreno Martinez en Teocelo, Ver., el dia 28 de agosto de 2023. La segunda,
pertenece a Bambusa oldhamii y fue recolectada el dia 11 de septiembre de 2023 en el vivero
Bambuver ubicado en Huatusco de Chicuellar, Veracruz. Ambos residuos se pesaron y
secaron en un deshidratador de alimentos (ChefWave) con aire circulante a 40 °C, hasta
comprobar que no hubo variacion en el peso, siguiendo condiciones similares reportadas por
Xie y colaboradores (2012). Las hojas se molieron en un molino KRUPS F408 y se tamizaron
utilizando una malla de 500 um. Las muestras se almacenaron en bolsas selladas al vacio a -

20 °C, protegidas de la luz, hasta su uso.
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3.1.2 Reactivos

En la preparacion de los NADES se utilizo cloruro de colina (98%), xilitol (99%), glucosa
(100%), fructosa (99%), acetato de sodio (99%) y glicerol (99.5%). Los reactivos para
evaluar flavonoides totales y actividad antioxidante son: nitrito de sodio (99 %), cloruro de
aluminio (99 %), 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH, 100%), éacido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox, 97%), acetato de sodio tri-hidratado (99%), acido
acético glacial (99%), acido clorhidrico (37%), cloruro de hierro (I11) hexahidratado (98%),
2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ, 99%), etanol (96%), metanol HPLC y quercetina
(97.5-102.5%). Todos se obtuvieron en Sigma-Aldrich.

3.1.3 Extraccion de flavonoides asistida por calentamiento

Se extrajeron los flavonoides de las hojas de bambu utilizando etanol al 80%, una tasa
liquido/sélido 20:1, a 60 °C, durante 15 minutos, con agitacion magnética (250 rpm) en una
placa de calentamiento. Luego, se separ0 el disolvente de los s6lidos mediante filtracion.
Posteriormente, se determiné la cantidad de flavonoides totales, la capacidad atrapadora de
radicales libres y la capacidad de reduccién férrica del plasma del extracto mediante técnicas

colorimétricas.

3.1.4 Preparacion de 5 NADES

Los NADES se prepararon calentando un compuesto donador de puentes de hidrégeno y otro
aceptor, en las proporciones molares apropiadas. Las materias primas se secaron previamente
al vacio durante dos horas; a continuacion, se colocaron en un matraz de 250 mL con una
barra de agitacion, se calentaron a 70 °C u 80 °C durante 30 min o hasta obtener un liquido
homogéneo. El procedimiento se realizé en una parrilla de calentamiento y agitacion. (Choi
y col.,2011; Lazaro-Rangel y col., 2023). A continuacion, se presentan las cantidades
empleadas de las materias primas utilizadas para la preparacion de 120 g de los cinco NADES
propuestos. Estos disolventes fueron elegidos considerando que su polaridad estuviera en un

rango intermedio entre la del etanol y agua.

e Xilitol:ChCI:H20 (Relacion molar 1: 2: 3)
37.439+69.40 g+ 13.16 g = 120g
e Glucosa:ChCI:H20 (Relacion molar 2: 5: 5)
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37.189+73519g+9.29g=120¢

e Fructosa:ChCIl:H20 (Relacion molar 2: 5: 5)
37.449+73.28g+9.26g=120¢

e Glicerol:ChClI (Relacion molar 2: 1)
58.84g+45.289=120¢g

e Glicerol:Acetato de sodio (Relacion molar 3: 1)
92429g+27579g=120¢

3.1.5 Extraccion con microondas

Se colocaron 1.25 g de hojas de bamb( molidas y tamizadas en un vaso de cuarzo con 25 mL
de cada NADES hidratado (20 % de agua v/v), agua destilada pura o etanol al 80% en agua.
Las mezclas se calentaron a 60 °C durante 15 min en un reactor de microondas Anton Paar
Multiwave Pro, equipado con un rotor BN XQ80 y operando a 600 MW. El extracto resultante
se filtrd a vacio y se aforo a la misma cantidad de lo extraido de cada tubo de cuarzo, para
asi, proceder a realizar la determinacion de fenoles totales, la capacidad atrapadora de
radicales libres y la capacidad de reduccion férrica del plasma. Los extractos etandlicos y
acuosos, obtenidos para comparar la eficiencia del NADES, solo se filtraron. Para comparar
el efecto de las MW, también se obtuvo y caracterizo el extracto etanélico obtenido por

calentamiento. Los experimentos se realizaron por triplicado.

3.1.6 Determinacion de flavonoides totales

El contenido total de flavonoides (TFC) se estimd con el ensayo de cloruro de aluminio
descrito por (Zhishen et al., 1999). Se pipetearon alicuotas de los diversos extractos (30 pL)
en placas de 96 pocillos. Se agregaron 9 uLL de NaNOz (5%) y después de 5 minutos, se
afiadieron 9 uL de AlCl3 (5%). Luego, se pipetearon 60 uL de NaOH (1 M) a cada solucion.
La mezcla se incub0 durante 15 minutos, y la absorbancia se estimé utilizando un lector de
microplacas Fluostar Omega (BMG Labtech, Ortenberg, Alemania) operado a 510 nm,
utilizando quercetina como estandar. Los resultados se expresaron como miligramos de

equivalentes de quercetina por gramo de peso seco (mg EQ-g™ de peso seco).
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3.1.7 Determinacion de la actividad de atrapamiento de radicales libres
(DPPH)

De acuerdo con el método modificado reportado por Usia y colaboradores (2002), la
actividad atrapadora de radicales libres se determind mezclando 100 pL de los extractos de
bambu con una solucion de DPPH 300 uM (100 pL). Las muestras se mantuvieron en la
oscuridad durante 30 min, para asi, proceder a medir la absorbancia de las muestras a 517
nm en un lector de microplacas Fluostar Omega (BMG Labtech, Ortenberg, Alemania). Se
utilizé Trolox como referencia para comparar el desempefio de los extractos. Los resultados
se expresaron como miligramos equivalentes de trolox (ET)/ g de peso seco a través de un

analisis de regresion lineal.

3.1.8 Capacidad de reduccion férrica del plasma (FRAP)

Este método fue modificado a partir de Benzie y Strain (1996, 1999) por Griffin y Bhagooli
(2004). El reactivo FRAP se produjo mezclando 300 uM de buffer de acetato (pH 3.6) 10
UM de solucién de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) y 20 pM de FeClz*6H20 en una
proporcion de 10:1:1, justo antes de su uso, y se calent6 a 37 °C. El buffer de acetato de 300
UM se preparé mezclando 3.1 g de acetato de sodio trihidratado (C2HsNaO23H.0) con 16
mL de acido acético glacial y se llevd a 1 L con agua destilada. La solucion de TPTZ se
prepard haciendo una solucion de 10 uM de TPTZ en 40 uM de HCI.

Se afiadié un total de 150 pL de reactivo FRAP de trabajo a cada pocillo en una placa de
microtitulacion, para asi, proceder a afiadir 20 pL de solucién estandar. Se encubé por 8 min
a 37 °C. A continuacion, se tomo la lectura a 600 nm utilizando un lector de microplacas
Fluostar Omega (BMG Labtech, Ortenberg, Alemania).

3.1.9 Optimizacion de la extraccion

Después de la seleccion del NADES mas eficiente para la extraccion de flavonoides, se llevd
a cabo la optimizacion de las condiciones de extraccion, considerando variables como la
temperatura, relacién liquido:sélido y porcentaje de agua % (v/v), considerando el tiempo
constante de 15 min. Para ello, se empleo un disefio factorial central compuesto utilizando el
software DesignExpert, lo que resultd en un total de 20 experimentos y tres variables de

respuesta: Flavonoides Totales, DPPH y FRAP. Los factores independientes se representaron

33



de la siguiente manera: temperatura (A), tasa liquido/sélido (B) y el porcentaje de agua (C).
El disefio se definid por un punto central (0), los puntos factoriales (1 y -1) y puntos axiales
(a0 y - @), los cuales fueron definidos con ayuda del software DesignExpert.

Por lo que, se seleccionaron temperaturas en un intervalo desde 50 °C hasta 80°C para el
andlisis, considerando que los compuestos de tipo flavonoide son sensibles al calor
(Khrishnan y Rajan, 2016). Para el segundo parametro, se tomaron en cuenta analisis previos
reportados en la literatura y se seleccionaron las relaciones liquido/solido entre 50:1 y 20:1
(mL/g), tomando en cuenta el volumen constante de 25 mL (Khrishnan y Rajan, 2016; Shang
y col., 2018). Finalmente, para determinar los valores mas adecuados del porcentaje de agua,
se revisaron varios analisis con el fin de asegurar que el agua afiadida al NADES no lo
desestabilizara, concluyendo asi, considerar valores entre 10 y 30 % de agua destilada (Hu y
col., 2023; Martinovi¢ y col., 2022; Shang y col., 2018). Cada experimento se realiz6 por
triplicado y los resultados se expresaron como el promedio de estos.

Después de obtener experimentalmente los resultados experimentalmente de las 20
combinaciones, el software Minitab nos brinda informacion estadistica de como es los
factores seleccionados afectan a las variables de respuesta.

Los datos del contenido de flavonoides totales y actividad antioxidante de las hojas

de bambu se ajustaron a una ecuacion polindmica de segundo orden:

k k k
Y:BO+ZBiXi+ZBiiX2+ZBinin+g 1)
i=1 i=1

i<j

Donde la variable de respuesta esta representada por Y; el coeficiente constante es
B,; los términos de los coeficientes lineal, cuadréatico e interactivo de la regresion son B;, B;;
Yy B;j, respectivamente; y las variables independientes son expresadas por X; y X;. El analisis
de varianza se llevo a cabo utilizando el software Minitab, a través del cual se determinaron
los coeficientes de regresion correspondientes a los términos individuales lineales,
cuadraticos e interaccion. Para representar la relacion entre la respuesta y las variables
estudiadas, se generaron graficos tridimensionales de superficie de respuesta a partir de la

ecuacion polinémica ajustada (Ferreira y col., 2021).
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3.1.10 Viscosidad
El parametro viscosidad se le determinG al NADES seleccionado para realizar la
optimizacion. Las mediciones se llevaron a cabo tanto en el disolvente eutéctico profundo
natural como en mezclas con diferentes porcentajes de agua destilada (3.2, 10, 20, 30y 37 %
v/v). Los andlisis se realizaron a diferentes temperaturas en un rango de 40 a 90 °C con
intervalos de 10 °C utilizando un viscosimetro Stabinger Anton Paar SVM 3000.

La viscosidad del NADES y sus mezclas acuosas respecto a la temperatura se puede

describir mediante el modelo de VVogel-Fulcher-Tamman, la ecuacion es la siguiente:

lnr]=A+T_T0 (2)

Donde A, B y To son constantes empiricas (To generalmente corresponde a la

temperatura de divergencia donde la entropia configuracional del sistema se anula).

3.1.11Tensién superficial

El método se modificd de acuerdo con el reportado por Chen y colaboradores (2019). La
tension superficial se midio tanto en el NADES seleccionado para la optimizacion como en
sus mezclas con diferentes porcentajes de agua destilada (3.2, 10, 20, 30 y 37 % v/v) se
determind utilizando un tensiometro Dataphysics, empleando el método de placa de platino
de Wilhelmy. Este equipo cuenta con un rango de medicion de 0 a 600 mN-m™? y una
precision de + 0.1 mN-m™,

Como primer paso, se realiza una limpieza meticulosa de los materiales. Los
recipientes de vidrio se lavan con abundante agua destilada y jabon liquido. Para la limpieza
de la placa de platino de Wilhelmy (de 2.2 cm de largo y 1 cm de ancho) se enjuaga con agua
destilada, se somete a un proceso de sonicacion durante dos minutos en agua destilada y,
posteriormente, se pasa por una llama de alcohol hasta que la placa de platino se torno roja.
Finalmente, se deja enfriar por 1 0 2 minutos antes de su uso.

El equipo se dejo estabilizar durante 30 min antes de la medicién, y se calibr6
utilizando agua de grifo a 25°C, asegurandose de que el valor estuviera en un rango de 71 a
72 mN-m?. Para las mediciones de la calibracion y las muestras, se afiadieron
aproximadamente 80 mL de muestra en cada contenedor de vidrio. El recipiente se colocé en

el equipo, se posiciond la placa hasta el tope con cuidado para evitar aplicar demasiada
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fuerza, asegurandose de que quedara perpendicular. Luego, se ajusté la platinaa 5 milimetros
de la placa, se cerr la tapa del equipo y se procedié a realizar la medicion.

La tension superficial se determind en solo unos segundos, lo que indica que la
interferencia del aire se puede ignorar. Los valores finales de la tension superficial se
obtuvieron promediando tres mediciones replicadas. Cabe mencionar que la temperatura se
control6 mediante un chiller, el cual hizo circular el agua a través de un tubo flexible hacia
la platina (donde se colocé la muestra) durante unos 30 minutos con el fin de estabilizar la

temperatura.

3.1.12 Estudio cinético-termodinamico

Para desarrollar el analisis cinético de la extraccion, se utilizaron los valores obtenidos en la
optimizacion, con la finalidad de mejorar la comprension del proceso de transferencia de
flavonoides hacia el NADES y determinar el tiempo 6ptimo de la extraccion.

Para ello, se definieron intervalos de tiempo de 0, 60, 300, 600, 900, 1200, 1500 y
1800 s, ya que, de acuerdo a la literatura, los procesos de extraccion de compuestos
antioxidantes a partir de material vegetal suelen mostrar un patron similar, caracterizado por
una etapa inicial de extraccion rapida seguida de una etapa de extraccion mas lenta hasta
alcanzar el equilibrio. Durante los primeros minutos, el cambio en la concentracion suele ser
mas rapida (Chan y col., 2014).

Con base en los estudios de Krishnan y Rajan (2016, 2017) se muestran que las
cantidades de flavonoides extraidas son bajas, expresadas en mg EQ/ mL y mg EQ/ g,
respectivamente. En ambos estudios se puede apreciar que en los primeros 5 min no ocurren
cambios drasticos en las cantidades extraidas, e incluso llegan al equilibrio a los 10 min. Esto
puede demostrar que el cambio de la concentracion de flavonoides a través del tiempo en
cantidades bajas extraidas no se ve afectado por la temperatura.

Por ello, se considerd adecuado establecer intervalos de tiempo cada 5 min, previendo
que no habria cambios significativos a menos que se obtengan grandes cantidades en mg EQ/
g de peso seco, 0 que hubiera grandes cambios entre el primer minuto y quinto minuto.
Ademas, se considero un tiempo de extraccion mayor al doble utilizado en las condiciones
Optimas con el proposito de evaluar si el incremento en la temperatura y el tiempo permiten
logar una mayor recuperacion de flavonoides o si, por el contrario, conduce a su degradacion

por la exposicién prolongada al calor.
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Por otro lado, considerando que la literatura ha documentado que la velocidad de
extraccion depende de la temperatura del sistema, y debido a que estos compuestos son
sensibles al calor se realizo el estudio a diferentes temperaturas para evaluar su efecto en la
transferencia de estos compuestos (Krishnan y Rajan, 2017). La energia de activacion (E,)
se calculd utilizando la ecuacion de Arrhenius para deducir la relacion entre la temperatura
de extraccion y la constante de velocidad de extraccion (Tabla 2).

Las temperaturas analizadas correspondieron a las 20 combinaciones generadas por
el disefio central factorial compuesto, definidas por el software DesignExpert, con la
finalidad de analizar la velocidad en la que se transfieren los flavonoides al NADES y
corroborar si las condiciones 6ptimas de relacién liquido/solido y porcentaje de agua ofrecian
una mayor ventaja comparativa frente a la temperatura éptima.

Una vez completado los experimentos correspondientes, los datos obtenidos fueron
analizados utilizando los modelos de pseudo-primer orden y pseudo-segundo orden
presentados en la Tabla 2. Para estimar el valor de la constante de velocidad de extraccion
k1, se graficaron los datos de In(c./(c.-c,)) vs el tiempo t; mientras que para kz, se utilizo la

grafica t/Civs t.

Tabla 2. Modelos cinéticos y termodinamicos™*

Modelo Terminologia

Cy: concentracion inicial de flavonoides.

Ecuacién de pseudo primer ln( Co ) okt ln(

) C,, : concentracion de flavonoides totales en
orden Co — C

COO_CO

equilibrio.
C,: concentracion de flavonoides totales en equilibrio.

Ecuacion de pseudo segundo t 1 t Cy: concentracion de flavonoides totales en tiempo t.
orden C, = k,C2 + C, t: tiempo (s).
ky: constante de primer orden.

Ecuacion de Arrhenius Ink = <_ ﬂ) x% + In kg k: constante de segundo orden.

k: constante de velocidad de extraccién.

ky: factor de frecuencia.
AH AS E,: energia de activacion (kJ/mol).
“RT + R K,: constante de equilibrio.
Ecuacion de Van’t Hoff T: temperatura (K).
Ys R: constante universal de los gases.
Yimax — Ys Ys: rendimiento de flavonoides totales saturados.
Yinaxt maximo rendimiento de flavonoides totales.

AH: cambio de entalpia.
AS: cambio de entropia.

Energia de Gibbs AG = AH — TAS AG: energia de Gibbs.

*Tomado de Albarri y Sahin, 2021.
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Para llevar a cabo el estudio termodindmico, las propiedades termodindmicas AH y AS del
proceso de extraccion se determinaron utilizando la ecuacion de Van't Hoff (Tabla 2). Para
ello, inicialmente se calcularon los valores de la constante de equilibrio (Ke) aplicando la
ecuacion correspondiente (Tabla 2) y utilizando los datos experimentales obtenidos en el
estudio cinético a diferentes temperaturas. Posteriormente, se grafico el In Ke en funcién de
1/T, donde a partir de la pendiente se logré determinar el valor de AH y de la ordenada al
origen se calcul6 el valor AS (Anslyn y col., 2006).

Con estos parametros termodinamicos, se procedi6 a calcular la energia de gibbs (AG)
para cada temperatura, lo que permitié evaluar la viabilidad y espontaneidad del proceso de

extraccion.
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CAPITULO 4

4.1 Resultados y discusion

4.1.1 Seleccion de la muestra

Primeramente, se hizo un andlisis preliminar de las dos muestras de bambd: Bambusa
oldhamii y Rhipidocladum racemiflorum, en el cual se determiné el contenido de flavonoides

totales en cada una de ellas. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Extraccion de flavonoides totales.

Bambusa oldhamii Rhipidocladum racemiflorum
Extraccion convencional (Etanol 80%, 15 min) (mg de Extraccion convencional (Etanol 80%, 15 min) (mg de
EQ/g de peso seco) EQ/g de peso seco)
46.37+1.33 29.41%1.26

Con base en los resultados obtenidos en la tabla 3, se puede concluir que la especie
Bambusa oldhamii es la especie que contiene mayor cantidad de flavonoides totales en sus
hojas, por lo que fue seleccionada para hacer los experimentos de extraccion descritos en la

seccién anterior.

4.1.2 Preparacion de 5 NADES

Los cinco NADES se obtuvieron de acuerdo con lo descrito en la metodologia y cada una de
las proporciones molares utilizadas en este trabajo ya se encuentran reportadas en la
literatura. En la tabla 4 se presentan las materias primas utilizadas para preparar cada uno de
ellos, asi como la proporcion molar en la que se encuentran y la etiqueta utilizada este trabajo

para referirnos a ellos en el resto del documento.

Tabla 4. Componentes

I 2 3 Relacion molar

XiI:ChCI:HZO xilitol cloruro de agua 1:2:3
colina

GIu:ChCI:HZO glucosa cloruro de agua 2:5:5
colina

Fruc:ChCI:Hzo fructosa cloruro de agua 2:5:5
colina

Gly:ChCl Glicerol cloruro de --- 2:|
colina

Gly:AS Glicerol Acetato de --- 3:1
sodio
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4.1.3 Seleccion del NADES mas eficiente

En las figuras 7-9 se muestra la cantidad de flavonoides presentes en los extractos de NADES,
agua destilada y etanol al 80%, asi como sus respectivas capacidades antioxidantes. Xilitol,
glucosa, fructosa, glicerol y acetato de sodio se abrevian como Xil, Glu, Fru, Gly y AS,
respectivamente. El acronimo EAMO que aparece entre paréntesis significa extraccion
asistida por microondas. La primera barra de cada gréafica corresponde a los resultados del

extracto obtenido con placa de calentamiento, los cuales fueron agregados para contrastar el

efecto de las microondas.

De la figura 7, se observa que el valor obtenido con etanol al 80 % mediante la
asistencia por microondas (49.98 + 0.98 mg de EQ/ g biomasa) es un poco mayor pero
significativamente diferente al del extracto en el que se usé una parrilla de calentamiento

(46.37 £ 1.33 mg EQ/ g de biomasa). Lo que significa que el uso de las microondas si tiene

un efecto favorable en el rendimiento del proceso.
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Figura 7. Flavonoides totales (expresados como miligramos equivalentes de quercetina/g de
peso seco) en los extractos obtenidos mediante técnica convencional y asistencia de

microondas (EAMO) a 60°C, tasa liquido/sélido 20:1, tiempo: 15 minutos. En el caso de los

Como puede apreciarse en la figura 1, los cinco NADES extrajeron cantidades
menores de flavonoides, en comparacion con el etanol al 80 % (49.98 + 0.98 mg de EQ/ g
biomasa). Este comportamiento puede verse afectado por la polaridad, la viscosidad y la

tension superficial de los NADES. La polaridad es uno de los aspectos importantes para

T T T T T T T
EtOH 80%  EtOH 80% (EAMO) Agua(EAMO)  ChCLXI(EAMO) Glu:ChCHEAMO) Fruc:ChCI(EAMO) Gly:ChCI(EAMO)  Gly:AS(EAMO)

NADES, se agregé un 20 % de agua (%v/v).
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lograr una extraccion eficiente de los compuestos de interés. En el presente estudio, los cinco
NADES han sido utilizados exitosamente con anterioridad en la extraccion de compuestos de
tipo fenolico en diferentes tipos de biomasa (Lopez-Linares y col., 2020; Ruesgas-Ramoén y
col., 2017; Mouratoglou y col., 2016; Unli, 2021).

La polaridad de los NADES se ha evaluado de forma empirica mediante estudios
solvatocromicos, los cuales hacen uso de dos escalas de polaridad, como la escala
normalizada Et de Reichardt y Dimroth y la escala multiparamétrica de Kamlet-Taft. En la
literatura se han reportado, mayormente, datos de la primera para un buen nimero de NADES
e intenta dar una idea de la polaridad relativa de los nuevos disolventes verdes. La escala Et
es la energia de transicion molar, la cual puede determinarse utilizando colorantes orgéanicos
de Reichardt o rojo Nilo en la prueba solvatocromica. La energia de transicién molar se
representa como Enr cuando se utiliza rojo Nilo. Entre mayor es el valor significa que la
polaridad del disolvente es menor. Por ejemplo, para Gly:ChCl, ChCI:Xil, Fru:ChCl,
Glu:ChCl los valores Enr reportados son los siguientes: 49.55, 49.72, 49.81y 49.72 kcal/mol,
respectivamente, mientras que los valores para agua y metanol son 48.21 y 51.89 kcal/mol
(Dai y col., 2013). No se encontraron datos reportados para Gly:AS.

Es de esperarse entonces que el valor de etanol puro se encuentre ligeramente por
arriba de 51.89. Como se aprecia, la polaridad de los cuatro NADES derivados de colina es
muy similar y esta intermedia entre agua y metanol. No obstante, al agregar agua la polaridad
de la mezcla puede incrementarse. Ese seria el caso esperado para los NADES utilizados aqui.
No obstante, la efectividad de los NADES también depende de la capacidad que tienen para
formar puentes de hidrégeno con los compuestos objetivo, como ha quedado demostrado
mediante estudios teoricos (Herrera-Beltran y col., 2023).

La viscosidad también juega un papel muy importante en los procesos de
transferencia de masa. Por ejemplo, para Gly:ChCl, ChCI:Xil, Fru:ChCl, Glu:ChCl se han
reportado valores de 51.3, 86.1, 280.8 y 397.4 mm?/s a 40 °C, los cuales son muy superiores
al del agua ~ 1 mm?/s (Dai y col., 2013). Como es de esperarse, al agregar agua y aumentar
la temperatura, la viscosidad de los NADES disminuye. Al analizar la grafica de la figura 7,
parece claro que, ademas de la polaridad y la viscosidad, algun otro factor, como la tension
superficial, podria estar jugando un papel importante en el desempefio de los NADES. En
particular, la biomasa estudiada es un sélido muy ligero, lo que complica que se mezcle con

facilidad en los liquidos con alta tension superficial, como el agua y los NADES. De acuerdo
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con la literatura, la tension superficial del etanol es de 22.07 mN-m*, mientras que la del
agua es de 72.15 mN-m. Para los NADES, la informacion es mas limitada, aunque se ha
reportado que la tension superficial del Xilitol:ChCIl:H,O es de 77.41 mN-m™ y la del
Glicerol:ChCl es de 77 + 0.5 mN-m™ (Khattab y col., 2012; L6pez y col., 2020; Meredith y
col., 2024). Como es de esperar, los valores menores en viscosidad y tension superficial del
etanol, con respecto a los NADES, facilitan la transferencia de masa en el proceso.

Sin embargo, dentro de la serie de NADES evaluados, Xilitol:ChCl: H2O y
Glicerol:ChClI fueron los que dieron los mejores resultados (14.26 + 0.63 y 13.84 + 0.37,

respectivamente).
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Figura 8. Capacidad atrapadora de radicales libres (expresados como miligramos equivalentes
de trolox/g de peso seco) de los extractos obtenidos mediante técnica convencional y
asistencia de microondas (EAMO) a 60°C, tasa liquido/sélido 20:1, tiempo:15 minutos. En el

caso de los NADES, se agrego6 un 20% de agua (%v/v)

En la figura 8 se muestran los datos obtenidos en la determinacién de la capacidad
atrapadora del radical DPPH (1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo). A partir de estos resultados se
observa que los extractos de etanol 80 % asistido por microondas (6.33 £ 0.15 mg ET/ g peso
seco), Glucosa:ChClI:H20 (6.04 £ 0.48 mg ET/ g peso seco) y Glicerol:ChClI (5.80 £ 0.19 mg
ET/ g peso seco) tienen capacidades similares para reaccionar con el radical DPPH, mientras
que los extractos de Xilitol:ChCI:H0O, etanol 80 % y Fructosa:ChCl:H.O muestran similitud
entre si (4.91+ 0.20, 4.91 £ 0.21 y 4.19 £ 0.34 mg ET/ g peso seco, respectivamente). En
cambio, el extracto de flavonoides en Glicerol:Acetato de sodio (el mas viscoso de la serie)

es el menos eficiente (3.00 £ 0.23 mg ET/ g peso seco). Al comparar estos resultados con los
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que se muestran en la figura 7, puede inferirse que, ademas de los compuestos de tipo
flavonoide, los NADES extraen otros compuestos antioxidantes de las hojas del bambu, lo
cual explicaria que no exista una correlacién entre la cantidad de flavonoides totales en la
muestra y la capacidad del extracto para reaccionar con un radical libre. Aunque se ha
reportado que las hojas de bambu contienen también acidos de tipo fendlico, en este estudio
no fue posible hacer la prueba colorimétrica de Folin-Ciocalteu para determinar fenoles
totales, ya que en la mayoria de los casos ocurria precipitacion.

35

A
30 -
: Il
% 25 4 B
o]
2]
2 L. T
3 T
E) 15 4 C C <t
5 | C
© +|
o = N 8.23+1.81
8.15+1.91
E, 10 4 T 7.730.59 E %ﬂ C C E T
= +| A
S S | 5198046 4504026
5 - < =
0 T T T T T T T T

EtOH80%  EtOH 80% (EAMO) Agua(EAMO)  ChCLXI(EAMO) Glu:ChCI(EAMO) Fruc:ChCI(EAMO) Gly:ChCI(EAMO)  Gly:AS(EAMO)

Figura 9. Capacidad reductora del ion férrico (expresados como miligramos equivalentes de
trolox/g de peso seco) de los extractos obtenidos mediante técnica convencional y asistencia
de microondas (EAMO) a 60°C, tasa liquido/sélido 20:1, tiempo:15 minutos. En el caso de los

NADES, se agregé un 20% de agua (%v/v)

Otra técnica para determinar la capacidad antioxidante de extractos es el método
FRAP, el cual se basa en el principio de que los antioxidantes son sustancias capaces de
reducir el ion férrico al estado ferroso; en esta forma, el ion forma un complejo colorido con
el compuesto 2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine (TPTZ). Por consiguiente, el método FRAP no se
enfoca en valorar la capacidad de la muestra estudiada para neutralizar radicales libres, sino
mas bien su habilidad reductora mediante la transferencia de electrones (Griffin y Bhagooli,
2004).

En este ensayo de capacidad antioxidante se utilizé Trolox como estandar. En la
figura 9, se muestran los resultados de los ensayos realizados, en este caso los extractos en

tres de los cinco NADES muestran valores mas altos que el extracto etanolico (7.73 mg ET +
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0.59); particularmente Glicerol:ChCl y Xilitol:ChCI:H20 fueron los que mostraron tener
mayor actividad antioxidante: 27.02 = 3.44 mg ET/ g peso seco y 20 = 1.76 mg ET/ g peso
seco, respectivamente.

Considerando que en dos de las tres pruebas (flavonoides totales y FRAP) Glicerol:ChCl y
Xilitol:ChCI:H20 dieron buenos resultados, y que en la prueba DPPH el Xilitol:ChCI:H20
estuvo Unicamente por debajo del NADES Glucosa:ChCI:H20, mientras que el Glicerol:ChCl
obtuvo un resultado comparable, ambos disolventes resultan buenos candidatos para la
siguiente etapa del estudio.

No obstante, el glicerol es una materia prima mas econémica que el xilitol, por lo que
resulta mejor opcion el NADES Glicerol:ChCl. Por lo tanto, se procedio a llevar a cabo la
optimizacion de la extraccion de flavonoides en ese NADES, para lo cual se utilizo el disefio
del modelo central compuesto, empleando el software Minitab, tomando en cuenta los
factores anteriormente mencionados en la metodologia para realizar la optimizacion de la

extraccion con Glicerol:ChCl y la asistencia de microondas.

4.1.4 Optimizacion de las condiciones de extraccion

Los parametros elegidos para optimizar extraccion de flavonoides utilizando el NADES
Glicerol:ChClI fueron temperatura, tasa liquido/sélido y porcentaje de agua % (v/v) en el
medio. La Tabla 5 presenta los valores centrales, factoriales y axiales para realizar el disefio
experimental. Los valores centrales seleccionados para este disefio fueron: 65 °C, unarelacion
liquido/sélido de 35:1 (mL/g) y 20 % de agua destilada. Para este caso experimentalmente,
se considerd que la relacion liquido/sélido pequefia corresponde a una menor cantidad de
biomasa y un mayor contenido de NADES, tomando en cuenta que el volumen empleado para
la extraccidn se mantiene fijo en 25 mL. Este dato resulta crucial, ya que fue utilizado para

las conversiones correspondientes.

Tabla 5. Valores independientes utilizados en el disefio de experimentos factorial

para optimizar la extraccion de flavonoides totales.

Condiciones -a -1 0 | o
Temperatura (°C) 39.77 50 65 80 90.22
Tasa liquido:sélido (mL/g) 60.22 50 35 20 9.77
% de agua destilada 3.1821 10 20 30 36.81

En la Tabla 6 se muestran las 20 combinaciones de estos parametros junto con los

respectivos valores, obtenidos experimentalmente a partir de las pruebas colorimétricas de
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flavonoides totales, DPPH y FRAP; también se incluyen en esta tabla los valores predichos
para flavonoides totales, ya que a partir del andlisis estadistico se observo que el modelo
obtenido para este pardmetro cumple con los requerimientos de calidad, como se explica mas
adelante.

Tabla 6. Valores experimentales de flavonoides y determinacion de actividad

antioxidante de los extractos de bambu en Glicerol:ChClI. #*
Flavonoides (mg

Flavonoides DPPH (mg FRAP (mg ET/

Corrida Tem(p:)ezl:*;x wra g Agua T(?:T_ /;/)S (mg EQ/g de Egég) ?/Zliiseos ET/ g de peso g de peso
peso seco) et seco) seco)

| 50 10 20 8.26+0.32 88 3.24+3.07 17.03£1.59
2 80 10 20 [1.11£1.00 991 3.74£1.66 32.44+2.90
3 50 10 50 4.79+0.34 4.65 3.51%1.82 15.89+2.87
4 80 10 50 7.14£0.90 8.09 3.42+3.18 20.45+1.14
5 50 30 20 14.55+0.87 13.48 5.00+2.61 30.51£2.50
6 80 30 20 14.29+0.33 14.3 4.61x1.00 36.82+1.64
7 50 30 50 16.65+1.24 17.73 1.31£3.04 22.95x1.97
8 80 30 50 21.52%1.47 20.87 3.55+0.30 20.44x1.39
9 39.77 20 35 12.77+0.75 12.47 4.61+2.02 22.38+2.69
10 90.22 20 35 15.58+1.84 16.05 7.31x1.94 45.11+4.25
11 65 20 9.77 9.66+1.25 10.62 2.5142.04 23.75+3.72
12 65 20 60.22 13.44+1.72 12.66 1.93£0.99 41.27+1.94
13 65 3.18 35 3.81«l.18 3.65 4.40+1.68 17.70+3.21
14 65 36.8l1 35 18.01%1.13 18.34 4.61x1.71 38.59+1.89
15 65 20 35 13.13+0.67 13.46 4.84+0.42 38.15£1.79
16 65 20 35 13.35£1.22 13.46 5.71£0.54 33.36x1.18
17 65 20 35 15.09+1.17 13.46 2.64+1.04 33.90£4.52
18 65 20 35 12.16+0.66 13.46 6.13£1.02 27.71£3.39
19 65 20 35 12.38£1.71 13.46 6.42+1.75 26.94+0.93
20 65 20 35 14.68+2.46 13.46 5.20+2.88 25.25%1.29

* En la columna 6 se incluyen también los valores de flavonoides (expresados como
equivalentes de quercetina) predichos con el modelo correspondiente.

En las siguientes tablas se presentan los resultados del analisis estadistico para cada
uno de los modelos: flavonoides totales, DPPH y FRAP (tabla 7, 8 y 9, respectivamente). En
la primera columna y fila se encuentra la evaluacion de cada modelo; se debe prestar atencion
alosvalores F y p, ya que esto nos indica si nuestro modelo es significativo o no. Otro aspecto
relevante de la primera columna va de la segunda a la cuarta fila, en la cual, se representan
las variables analizadas de la siguiente manera: temperatura (A), tasa liquido/sélido (B) y el
porcentaje de agua (C), posteriormente se muestran las combinaciones entre estas variables

y su relacion con el valor p (p<0.05 indica significancia), ubicado en la pentltima columna,
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lo que nos permite identificar qué combinacion o factor tiene mayor impacto en el proceso.
Finalmente, es fundamental revisar el apartado de la falta de ajuste, ya que es la suma
ponderada de las diferencias cuadradas entre la respuesta promedio de cada nivel factorial y
el valor predicho por el modelo. Una falta de ajuste no significativa se considera un resultado
positivo.

Con base en la explicacion del parrafo anterior y lo datos de la tabla 7, cabe concluir
que el andlisis estadistico de la cuantificacion de flavonoides es significativo, ya que solo hay
un 0.01% de probabilidad de que un valor de F alto ocurra debido a la variabilidad de los
datos. De acuerdo con los valores de p menores a 0.05, las variables A, C, BC, C2 son los
factores significativos del modelo. Sin embargo, la tasa liquido/sélido (C) es la que tiene
mayor impacto en el proceso de extraccion de flavonoides, con un valor de p<0.0001. Al
analizar la falta de ajuste, se observa que el valor de F no es significativo en comparacion
con el error puro, lo cual es favorable para nuestro andlisis. Ademas, el modelo presenta un
R?=95.88%, una R? de ajuste=92.16% Yy una R? predicha=79.46%. Por lo anterior, se

concluye que cumple con los requerimientos estadisticos de confiabilidad

Tabla 7. Analisis estadistico de los flavonoides.

Suma de Grados de Media de
e cuadrados libertad cuadrados veller ek f Vellar
Modelo 336.66 9 3741 25.83 < 0.0001 significativo
A- 15.46 | 15.46 10.67 0.0085
Temperatura
B-Tasa L/S 5.00 | 5.00 3.45 0.0928
C-% Agua 260.20 | 260.20 179.68 < 0.0001
AB 2.69 | 2.69 1.86 0.2024
AC 0.0437 | 0.0437 0.0301 0.8656
BC 35.18 | 35.18 24.29 0.0006
A? I.16 | .16 0.7989 0.3924
B 5.99 | 5.99 4.14 0.0693
C? 10.97 | 10.97 757 0.0204
Residual 14.48 10 1.45
Falta de 7.32 5 .46 1.02 0.4912 _ No
ajuste significativo
Error puro 7.17 5 1.43
Total cor 351.14 19

En contraste, el analisis estadistico de los resultados obtenidos con la prueba DPPH
indican que el modelo no es significativo, al igual que la falta de ajuste, ya que se observa
que existe un 80.90% de probabilidad de que un valor F tan grande ocurra debido a la
variabilidad de los datos. Esto se refleja en los valores obtenidos de R?=69.95%, una R? de
ajuste=42.90% y una R? predicha=-3.45%.
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Tabla 8. Analisis estadistico DPPH.

Suma de Grados de Media de
AL cuadrados libertad cuadrados Veler e 7 Raloge
Modelo 31.37 9 349 2.59 0.0775 . .No .
significativo
A- 3.33 | 3.33 2.47 0.1472
Temperatura
B-Tasa L/S 2.47 | 247 1.83 0.2055
C-% Agua 0.0642 | 0.0642 0.0476 0.8316
AB 0.5000 | 0.5000 0.3710 0.5561
AC 0.2450 | 0.2450 0.1818 0.6789
BC 2.88 | 2.88 2.14 0.1745
A? 0.3441 | 0.3441 0.2553 0.6243
B? 19.77 | 19.77 14.67 0.0033
C? |.85 | 1.85 1.37 0.2687
Residual 13.48 10 1.35
Falca de 4.08 5 0.8170 0.4349 0.8090 _ No
ajuste significativo
Error puro 9.39 5 1.88
Total cor 44.85 19

Lo mismo ocurre para los resultados de la prueba FRAP. Al examinar la tabla 9, se
observa que el modelo es significativo, con A y C identificados como factores significativos.
La falta de ajuste no es significativa en relacion con el error puro, ya que existe un 14.24%
de probabilidad de que un valor F tan grande sea producto de la variabilidad de los datos.
Este modelo no es fiable, y se refleja en los valores obtenidos de R? = 38.79%, R? ajustada =
42.90%, R? predicho =-4.74%.

Tabla 9. Analisis estadistico de FRAP.

Suma de Grados de Media de
aUS[ES cuadrados libertad cuadrados \AZRCOLE Valor de p
Modelo 549.66 3 183.22 3.38 0.0443 Significativo
A- 281.44 | 281.44 5.19 0.0367
Temperatura
B-Tasa L/S 423 | 423 0.0781 0.7834
C-% Agua 263.98 | 263.98 4.87 0.0423
Residual 867.20 16 54.20
Falta de ajuste 74181 I 67.44 2.69 0.1424 _ No.
significativo
Error puro 125.39 5 25.08
Total cor 1416.86 19

De acuerdo con el analisis estadistico y los datos presentados en las tablas 7,8y 9, se
observa que unicamente el modelo obtenido a partir de la cantidad de flavonoides totales es

confiable.
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La falta de ajuste observada entre los datos experimentales y los resultados de
actividad antioxidante, evaluada mediante DPPH y FRAP, podria estar relacionada con el
efecto que el NADES tenga sobre las reacciones que se llevan a cabo en cada una de las
pruebas. Por ejemplo, se ha documentado que los disolventes que establecen eficientemente
puentes de hidrégeno con los compuestos fenolicos interfieren con la transferencia de
hidrogeno que ocurre entre el compuesto antioxidante y el radical DPPH. Esto ralentiza la
reaccion que ocurre a través de este mecanismo, lo cual influye en los resultados observados
(Xie y Schaich, 2014).

Esto podria estar en concordancia con la forma de reaccionar de los compuestos
fenolicos presentes en los diferentes extractos obtenidos durante la optimizacion del proceso,
ya que, por un lado, el NADES se caracteriza por formar redes de puentes de hidrégeno entre
sus componentes y también con los compuestos de tipo fendlico. Adicionalmente, habria que
estudiar la estabilizacion del propio radicar DPPH en el NADES a través de puentes de
hidrégeno.

Otra circunstancia por, considerar es que la cinética de una reaccion esta influenciada
por la viscosidad del medio, ya que ralentiza o dificulta la difusion de los antioxidantes y/o
el radical DPPH. Cabe mencionar que la investigacion sobre los NADES continda
actualmente, no se tiene informacion especifica de como estas pruebas colorimétricas actlan
en medios viscosos como los NADES. Los diferentes componentes de los NADES causan
diferencias en la polaridad, la viscosidad y la capacidad de disolucion. Por otra parte, en este
estudio se le anadieron diferentes porcentajes de agua al Glicerol:ChClI para disminuir la
viscosidad y evaluar este efecto en el proceso de extraccion; pero, al realizar esto también se
modifica la polaridad del NADES y en concordancia se afecta la cinética y el mecanismo de
las reacciones entre compuestos fenélicos y DPPH.

Para el caso de la prueba FRAP, se indagé en la literatura y se encontraron algunos
aspectos relevantes. Munteanu y Apetrei (2021) reportan que esta prueba se basa en la
transferencia de electrones y en el potencial de ionizacion del grupo funcional (que tan facil
se puede remover el electron), esto hace que las reacciones por transferencia de electrones
sean dependientes del pH. Recordando que a pH bajos (&cidos) la desprotonacion es menos
probable que ocurra mientras que a pH altos (basicos) la desprotonacion es mas probable que

ocurra, lo cual ayuda a la transferencia de electrones.
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Para la prueba de FRAP a diferencia de otros métodos basados en la transferencia de
electrones se realiza en condiciones de pH &cido para mantener la solubilidad del hierro, ya
que, al presentarse un pH neutro o alcalino, el Fe** puede formas precipitados como
hidroxidos y afectar la precision de la prueba. Al trabajar en pH acido hace que la reaccion
disminuya el potencial de ionizacion lo que permite la transferencia de electrones y aumenta
el potencial redox haciendo que Fe* sea un mejor aceptor de electrones (Munteanu y Apetrei,
2021).

Este factor de pH en la prueba puede ser un impedimento, aunque muchos
antioxidantes pueden transferir electrones en su forma protonada, no todos los antioxidantes
se comportan de la misma forma en un pH bajo. Por ello, se podria decir que la prueba FRAP
no mide en su totalidad la capacidad antioxidante de los compuestos, resaltando nuevamente
que estas pruebas rapidas miden la capacidad antioxidante en general no solo de compuestos
especificos como lo son en este trabajo los flavonoides, lo cual seria otro factor para justificar
por qué los resultados obtenidos en esta prueba no fueron descritos correctamente por el
modelo propuesto.

En resumen, el dnico modelo estadisticamente significativo es el que se obtuvo son
los datos de flavonoides totales. La ecuacion 3, que se muestra a continuacién es la que

describe el comportamiento del proceso para esta variable experimental:

Flavonoides (mg Q/g de peso seco) = 0.00126 A% — 0.00287 B? — 0.00872 C? +
0.00258 AB —0.00049 AC +0.01398 BC-0.173 A-0.206 B+ 0.328 C + 12.04 (3)

De acuerdo con la tabla 6, en los 20 experimentos realizados, la corrida 8 presento la
mayor cantidad de flavonoides extraidos por gramo de biomasa. Los parametros
experimentales usados fueron los siguientes: 37% de agua afiadida al NADES, relacion
liquido/sélido igual a 50:1 mL/g (0.5 g de biomasa en 25 mL), y una temperatura de 80°C.
Por el contrario, la menor cantidad de flavonoides se obtuvo en la corrida 4, en la cual se
empled unicamente un 10 % de agua, una temperatura de 50 °C y la misma tasa liquido/sélido
que en la corrida 8, lo que podria estar indicando que la disminucién de la viscosidad

ocasionada por un mayor porcentaje de agua y una temperatura mayor juega un papel
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preponderante en la transferencia de masa de la fase solida a la liquida. Este comportamiento
ya ha sido documentado en estudios similares.

Por otra parte, las corridas 11 y 12 nos permiten comparar el efecto de la relacion
liquido/sélido, ya que en el primer caso se usé la mas pequefia (9.77:1 mL/g) y en el segundo
la més alta (60.22:1 mL/g) del disefio experimental. Mientras tanto, la temperatura (65 °C) y
el porcentaje de agua fue el mismo (20 %) en ambas. Como se aprecia en la tabla, una mayor
relacion liquido/solido incrementa la cantidad de flavonoides extraidos.

En la Fig. 10 se muestran las gréaficas de superficie de respuesta de la extraccion de
flavonoides, mostrando las combinaciones de las tres variables propuestas en el disefio
factorial central compuesto, organizadas en pares: porcentaje de agua vs tasa, porcentaje de
agua vs temperatura y tasa vs temperatura.

En la figura 10a se observa que los parametros con mayor influencia en la eficiencia
de la extraccion son el porcentaje de agua destilada y la relacion liquido/solido, factores que
afectan en la transferencia de masa como ya se explico anteriormente. El area en color rojo
indica que la cantidad de flavonoides extraida se incrementa cuando el porcentaje de agua en
el NADES alcanza 28.5-37% v/v y la tasa liquido/sélido se encuentra alrededor de 50:1-
60.22:1 mL/g.

En la figura 10b se compara el efecto combinado del porcentaje de agua destilada y
la temperatura. Como puede observarse, al incrementar el porcentaje de agua (28.5-37 % v/v)
y elevar la temperatura (80-90 °C) se obtienen los mejores resultados.

Por otro lado, en la figura 10c se muestra que el par de variables relacién
liquido/sélido y temperatura, al combinarse son las que tienen un menor efecto sobre la

cantidad de flavonoides extraidos por gramo de biomasa.
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Figura 10. Graficas de superficie de respuesta del rendimiento de extraccién de flavonoides de
las hojas de bambu usando el NADES Glicerol:ChCl como disolvente con los efectos
combinados de: a) porcentaje de agua y tasa liquido/sélido (tasa L/S), b) porcentaje de agua y
temperatura y c) temperatura y tasa liquido/sélido.

De igual forma se presenta en la figura 11 un Diagrama de Pareto de efectos
estandarizados, en el cual se analizan los factores A (temperatura), B (tasa liquido/solido) y
C (porcentaje de agua destilada), junto con sus posibles combinaciones. La barra roja
representa el valor critico de significancia (2.23), lo que implica que los valores que superan
esta linea son estadisticamente significativos. Entre los factores evaluados, el mas influyente
es el porcentaje de agua destilada (C), ya que disminuye la viscosidad del Glicerol:ChCl,
como se ha mencionado previamente. Después le sigue la interaccion BC, que, aunque tiene
un menor impacto que el factor C, también resulta significativa y relevante, que es
practicamente lo que se presenta en la figura 10a. En resumen, la figura 11 destaca al
porcentaje de agua destilada (C) y la interaccion BC como factores clave en la extraccion de

flavonoides.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es FLAVONOIDES, o = 0.05)
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Figura | |1. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados.

Si bien los modelos de superficie de respuesta se usan generalmente para explicar
como las variables seleccionadas influyen en la eficiencia del proceso de extraccion,
comunmente no logran a proporcionar informacion detallada sobre la transferencia de masa
y dindmica del proceso. Por ello, el modelado matematico es de suma importancia para
evaluar la cinética de extraccion y garantizar la maxima reproducibilidad del extracto
(Jurinjak-Tusek y col., 2022).

4.1.5 Viscosidad

Como se ha discutido en los altimos parrafos, la disminucién en la viscosidad en el
disolvente, ocasionada por un mayor porcentaje de agua parece tener una relacién directa con
el desempefio del NADES en la extraccién de flavonoides. Por tal motivo, se llevé a cabo la
evaluacion de esta propiedad, tanto del NADES Glicerol:ChCl puro, como de las mezclas
NADES/agua utilizadas en el disefio experimental y registradas en la tabla 6, es decir con el
siguiente porcentaje de agua: 3.2, 10, 20, 30 y 37% v/v. El estudio se realizo a diferentes
temperaturas en un rango de 313.15 a 363.15K con intervalos de 10 K, y se analizaron
utilizando el modelo de VVoguel-Fulcher-Tamman.

Los resultados se muestran en la figura 12, en ellos se puede observar que la
viscosidad disminuye drasticamente a medida que se aumenta la cantidad de agua y la
temperatura, esto se debe a que se debilitan los enlaces de hidrogeno que forman la red de
interacciones entre los componentes del NADES, tal como lo han reportado Smith (2014) y
Zhang (2020).
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Figura 12. Viscosidad del Glicerol:ChCl (Gly:ChCl)y de sus mezclas con diferentes porcentajes
de agua destilada (3.2%, 10%, 20%, 30% y 37%) en funcion de la temperatura, analizada
utilizando el modelo de Voguel-Fulcher-Tamman.

Estos datos estan de acuerdo con lo observado en la optimizacion del proceso de
extraccion, ya que una mayor proporcién de agua disminuye la viscosidad del medio y
favorece la transferencia de masa. Por otra parte, se puede observar que el efecto de la
temperatura sobre la viscosidad es menor a medida que se incrementa la proporcién de agua
en el NADES. Asi pues, los datos de la figura 12 corroboran que la viscosidad es un factor
determinante en la eficiencia del proceso de extraccion.

Numerosos esfuerzos se han enfocado ene entender la relacion entre la fuerza de las
interacciones que se establecen entre los componentes de los NADES vy la viscosidad. Por
ejemplo, Souza y colaboradores (2021) reportaron que la viscosidad del glicerol puro es de
1490 cP a 293.15 K (donde 1 cP es equivalente a 1 mPa-s), lo que dificulta su uso directo.
Sin embargo, al combinarse con cloruro de colina en una relacion molar de 2:1 (2 Glicerol:
ChCl), se observa una disminucion en la viscosidad, ya que a la misma temperatura se tiene
un valor de 472 cP. Ademas, a temperatura ambiente, su viscosidad disminuye ain mas, ya
que se ha reportado un valor de 259 cP (Satlewal y col., 2018). Este fendmeno podria
explicarse porque el punto de fusion de los DES disminuye con el aumento de la fuerza del
enlace de hidrogeno dentro de la mezcla (Espino y col., 2016).

Yadav y colaboradores (2014) reportaron la viscosidad del NADES Glicerol:ChCl a

diferentes temperaturas. De acuerdo con su estudio a 313.15 K, la viscosidad del NADES
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puro es 133.37 mPa:s, la cual es bastante cercano a la registrada en este trabajo: 138.81
mPa:s.

La pequefia diferencia entre los valores se debe al diferente contenido de agua en los
NADES, ya que son sustancias demasiado higroscépicas, asi como a la distinta forma de

elaboracion o condiciones para la formacion de estos disolventes.

4.1.6 Tension superficial (y)

Debido a que las hojas de bambu secas son muy ligeras y los NADES en general son viscosos
y tienen tension superficial mayor que la de los disolventes tradicionalmente utilizados para
extraer los compuestos fendlicos presentes en ellas, en este trabajo se optd por evaluar la
tension superficial del NADES Glicerol:ChCl puro y de las mezclas con diferentes
porcentajes de agua destilada (3.2, 10, 20, 30 y 37% v/v) mencionadas en la tabla 6. Si bien
las mediciones Unicamente se pudieron realizar a temperatura ambiente (298.15 K), los
resultados permiten concluir que esta propiedad también puede jugar un papel importante en
la extraccion de flavonoides. En la figura 13 se observa que la tension superficial de la mezcla
eutéctica que contiene 37 % de agua disminuyé alrededor de 22 % con respecto a la del
NADES puro, e inclusive es alrededor de 12 % menor que la del agua destilada. Por otra
parte, cuando el porcentaje de agua es apenas el 3.2 %, la tension superficial no es

significativamente diferente a la registrada para el NADES puro.
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Figura 13. Tension superficial del Glicerol:ChCI (Gly:ChCl) y a diferentes proporciones de
agua (3.2%, 10%, 20%, 30%, 37%) y agua destilada expresada en mNem"'.

Mientras que el NADES puro mostré un valor de 68.77 + 0.01 mN-m™, al agregar 37
% de agua ocurre una disminucion significativa en su tension superficial, registrando un valor

de 53.69 + 1.25 mN-m™, el cual es menor inclusive a la del agua destilada (61.19 + 1.78
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mN-m™) medida bajo las mismas condiciones. Este fendmeno se atribuye a la disrupcion de
los puentes de hidrégeno entre los componentes del NADES, debido a la presencia del agua,
haciendo que exista mayor movilidad molecular y se reduzcan las fuerzas cohesivas
caracteristicas del NADES puro en la interfaz aire-liquido (Chen y col., 2019).

Resulta interesante hacer una comparacion de los datos publicados en la literatura
sobre la tension superficial Glicerol:ChCl. Por ejemplo, se han reportado los siguientes
valores: de 58.10 mN-m™ medido por un tensiémetro Kriiss K100 utilizando el método del
anillo de du Nouy a 298.15 K (Shahbaz y col., 2012), 57.8 mN-m* medido por un
tensiometro QBZY-1 utilizando la placa de Wilhelmy a 293.15 K (Chen y col., 2019), y 77
+ 0.5 mN-m™ medido por un tensiémetro multicanal Kibron Delta-8, disefiado con capacidad
para placas de 96 pocillos, a 298.15 K (Meredith y col., 2024).

Estas discrepancias pueden atribuirse a la alta higroscopicidad de los NADES, es
decir, la posibilidad que tienen de absorber agua del ambiente, dificultando secarlos
completamente y afectando sus propiedades (Meredith y col., 2024). Adicionalmente, otros
factores que pueden influir en los resultados son la temperatura y los distintos métodos de
medicion.

Como es evidente, la tension superficial de la mezcla NADES/agua si tiene un efecto
en la cantidad de flavonoides extraidos, lo cual confirma la observacion experimental
realizada durante el proceso, ya que visualmente se aprecié que la biomasa, particularmente
ligera respecto a otros materiales vegetales, penetrandose mezcla de manera mas efectiva
cuando se incrementa la proporcion de agua en el medio. Este fendmeno ocurre debido al

debilitamiento las fuerzas intermoleculares, lo que reduce la cohesién entre las moléculas.

4.1.7 Condiciones ¢ptimas

De acuerdo con el disefio experimental y los datos obtenidos, se empled la funcion de
Optimizador de respuesta del software Minitab Statistical, la cual generd soluciones con
deseabilidad de 1 y determiné que una temperatura de 60 °C, una tasa: 60.22:1 mL/g y un
porcentaje de agua: 37 % eran las condiciones 6ptimas de extraccion para flavonoides totales
de las hojas de bambd. La cantidad de flavonoides totales calculada bajo estas condiciones

dio como resultado 27.48 mg EQ/g de biomasa. El valor obtenido experimentalmente fue de
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21.71 £ 1.19 mg EQ/g de bambd, lo cual se encuentra dentro del intervalo de confianza
(21.60-33.37 mg EQ/g de biomasa) predicho.

Por otra parte, se llevaron a cabo extracciones asistidas por microondas, a la misma
temperaturay tasa liquido/solido predichas por el modelo como Gptimas, pero utilizando agua
y etanol al 80% como disolventes, con el fin de comparar el desempefio del NADES con esos
otros disolventes también considerados verdes. Adicionalmente, se llevd a cabo la extraccion
con etanol al 80% y calentamiento por conduccion (bajo las mismas condiciones
experimentales). Las cantidades obtenidas fueron las siguientes: 9.87 + 0.84, 46.39 + 3.48 y
45.23 + 2.68 mg EQ/g de biomasa, respectivamente. Como se aprecia, el agua extrae menos
de la mitad que el NADES, mientras que con etanol se obtiene el doble, independientemente
si se usa la asistencia de las microondas o el calentamiento con parrilla.

A pesar de que el desempefio del NADES en el proceso de extraccion fue inferior al
del etanol acuoso, el uso de éste puede ser de interés para posibles formulaciones
farmacéuticas, alimentarias o cosméticas, ya que se ha documentado que los NADES les
confieren una mayor estabilidad a los compuestos fenélicos disueltos en ellos (Gomez-Urios,
etal., 2023) y, al estar compuestos por materias primas de origen natural, los extractos pueden
utilizarse directamente, sin necesidad de separar el disolvente de los compuestos fenélicos.

Ademas, Faggian y colaboradores (2016) y Pani¢ y colaboradores (2019) han
reportado que los NADES mejoran la absorcion y biodisponibilidad de los compuestos
activos, lo que los hace actuar como agentes de transporte, vehiculos de administracion o
integrase en productos nutracéuticos, ya que ayudan a llevar los compuestos bioactivos a
través de membranas celulares y los medicamentos lleguen al cuerpo de forma mas eficiente.

Por otra parte, resulta interesante comparar el desempefio del NADES con otros
trabajos reportados en la literatura. Por ejemplo, Shang y col. (2014) investigaron la
extraccion de flavonoides a partir de las hojas de bambd negro (Phyllostachys nigra)
utilizando mezclas de etanol en agua en diferentes proporciones. Las condiciones dptimas
identificadas en su estudio fueron: tamafio de particula de 425 pum, 200 °C por 25 min y
etanol al 75 %. Bajo estas condiciones, lograron obtener una cantidad de flavonoides de 657
+ 1.7 mg EQ/100 g, lo que equivale a 6.57 + 1.7 mg EQ/g. Sin embargo, al comparar este
resultado con el valor 6ptimo obtenido en nuestro estudio, el rendimiento de este Gltimo
supera por mas de 15 mg al de Shang y col. Una posible explicacion para esta diferencia es

que la elevada temperatura de 200 °C utilizada durante 25 min en su experimento podria
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haber provocado la degradacion de una gran parte de los compuestos de tipo flavonoide. En
cuanto al tamafio de particula, aunque Shang y col., emplearon particulas menores a 500 um,
este factor parece influir significativamente en la extraccion, dado que, de acuerdo la
literatura, cuanto mas pequefio sea el tamafio de particula mayor sera la transferencia de
masa, como lo sefialan Varzakas y Tzia (2014). Ademas, en el estudio, al comparar los
tamafos de particula, los autores observaron que las de mayor tamafio (6 mm) tienden a
disminuir la cantidad de flavonoides extraidos.

Por otro lado, existen otros estudios que también se enfocan en la extraccion de
flavonoides a partir de hojas de diferentes especies de bambu utilizando diferentes técnicas.
Aunque utilizan estandares distintos para la cuantificacion, estos trabajos resultan Utiles para
estimar la cantidad de flavonoides extraida de cada biomasa analizada y para comparar con
los obtenidos mediante métodos como la extraccion asistida por microondas y NADES.

Por ejemplo, Jiang y colaboradores (2013), llevaron a cabo una extraccion de
flavonoides a partir de hojas de bambi Moso (Phyllostachys edulis), logrando obtener 4.538
+ 0.26 mg rutina/g de peso seco utilizando la técnica de extraccion asistida por ultrasonido.
Este procedimiento empleo etanol como solvente y se optimiz6 mediante un disefio
ortogonal, definiendo las condiciones 6ptimas como etanol 80%, una relacién sélido/liquido
de 1:15 (g/mL) durante 20 min a 60 °C. A pesar de no utilizar quercetina para la
cuantificacion, los resultados obtenidos en nuestro estudio superan al rendimiento reportado
por Jiang y col., evidenciando la eficiencia del disefio central compuesto y los modelos de
superficie de respuesta.

Por su parte, Wang y colaboradores (2018) también emplearon extraccion asistida por
ultrasonido, utilizando como disolvente 1-butil-3-metilimidazolio ([Bmim]Br) para extraer
flavonoides de las hojas de bambu Phyllostachys heterocycla. Se utilizé un disefio Box-
Behnken y el método de superficie de respuesta, sus condiciones Optimas fueron:
concentracion de 1.5 mol/L del [Bmim]Br, tasa liquido/sélido de 41:1 mL/g y tiempo de 90
min. Posteriormente, bajo estos parametros se utiliz6 cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) para cuantificar los contenidos de 4 flavonoides especificos (isoorientina, orientina,
vitexina e isovitexina), obteniendo un rendimiento de 4.592 mg/g de biomasa. Aunque en el
estudio se menciona que la experimentacion se realizé por triplicado, no incluye datos de la

desviacion estandar. Comparado con los resultados de nuestra extraccion, este valor resulta
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significativamente inferior, lo que resalta la superioridad de nuestras condiciones
experimentales.

Para este Gltimo estudio y mas actualizado, realizado por de Xu y colaboradores
(2021), se utilizd la extraccion asistida por microondas para extraer compuestos de tipo
flavonoide de las hojas de bambu de Phyllostachys heterocycla. Se utiliz6 un disefio Box-
Behnken y el método de superficie de respuesta, utilizando el software Design Expert, sus
condiciones optimas fueron: relacion solido/liquido de 4 g de biomasa/120 mL de etanol al
70.01% durante 24.9 min a una potencia de 559 W. Bajo estas condiciones, los resultados
fueron los siguientes: un rendimiento de flavonoides de 4.67 %. Ademés, compararon este
resultado con el método tradicional de extraccion con Soxhlet, el cual, a mayor tiempo (7 h)
y temperatura (100 °C), se obtuvo un menor rendimiento de 3.35 %. Para comparar los
resultados, en nuestro estudio se calculé el rendimiento de flavonoides, en el cual se obtuvo
un 2.17 %, que, si bien es menor al reportado por Xu y colaboradores, sigue evidenciando
diferencias metodoldgicas significativas entre ambas investigaciones.

La principal diferencia radica en que el método de Xu y colaboradores (2021)
combina la extraccién asistida por microondas con el método Soxhlet, lo que implica el uso
de un mayor volumen de solvente y una mayor cantidad de biomasa. Esto facilita la
extraccion de una mayor cantidad de flavonoides, incrementando el rendimiento obtenido.
Sin embargo, el rendimiento obtenido en nuestro estudio utilizando NADES es notable,
especialmente considerando que requiere menos solvente y una cantidad menor de biomasa.
Esto estaria dando pauta a que los NADES podrian ser una alternativa viable a los disolventes
organicos volatiles, ya que la cantidad de biomasa utilizada y la cantidad de solvente es
menor, ademas pueden ser manejados a altas temperaturas sin evaporarse como es el caso
del etanol. Para el caso del Glicerol:ChCl, su punto de ebullicion, reportada por Sazali y
colaboradores (2023), se encuentra entre 189.69-197.41 °C, lo que refuerza su potencial para

aplicaciones en condiciones térmicas elevadas.

4.1.8 Estudio cinético-termodindmico

Se realizo un estudio cinético de la extraccion flavonoides a partir de las hojas de bambu para
proporcionar informacion mas detallada sobre la transferencia de masa y dindmica del
proceso. Esto se debe a que el disefio central factorial compuesto y en los modelos de

superficie de respuesta, no muestran a detalle de como varia la concentracion de flavonoides
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respecto con el tiempo de la extraccion. Es importante destacar que el tiempo de extraccion
es un factor fundamental, ya que, los flavonoides podrian degradarse al estar demasiado
tiempo expuestos a altas temperaturas.

El disefio cinético se desarrollé con base en las condiciones Optimas determinadas
para la extraccion de flavonoides, con el objetivo de representar la transferencia de estos
compuestos hacia el disolvente a lo largo del tiempo y evaluar que tan rapido alcanza el
equilibrio. La evaluacion se llevd a cabo utilizando una relacion liquido/solido de 60.22:1
mL/g y Gly:ChClI con un 37 % de agua destilada, sometido a las siguientes temperaturas:
313.15, 323.15, 338.15 y 363.15 K, monitoreando la cantidad de flavonoides obtenida a los
60, 300, 600, 900 y 1200 s.

Los tiempos 1500 y 1800 s, que fueron mencionados previamente en la metodologia,
fueron descartados debido a que, a la temperatura de 363.15 K, se observo una disminucion
en la extracciéon tras una larga exposicién, lo que indica una posible degradacion de

compuestos.

Tabla 10. Flavonoides totales extraidos en estudio cinético.

Concentracion de flavonoides (mg EQ/g peso seco)

Tiempo (s) 313.15K 323.15K 338.15K 363.15 K
0 0 0 0 0

60 11.36+0.982 12.04+1.572 13.38%].45= 16.48+0.22b

300 11.19+0.572 11.44+1.292 14.98+0.48= 16.43+0.14°

600 [1.30%1.062 14.58+0.80- 15.61£2.18 16.90+£0.51b

900 12.17£0.162 I1.61£2.502 12.21£0.762 24.86+1.702

1200 12.81+2.04 14.04+0.20- 14.07+0.80= 24.13+0.222

Las diferencias entre los experimentos realizados a una misma temperatura variando el tiempo,
son representadas con diferentes letras mintsculas en superindice. De acuerdo con la prueba
de Tukey indica si son significativamente diferentes (p<0.05).

Los resultados de las extracciones bajo estas condiciones, presentados en la tabla 10,
muestran que la cantidad de flavonoides extraidos se incrementa conforme se aumentan la
temperatura y el tiempo. En particular, se puede notar que a la temperatura mas alta (363.15
K) y en los tiempos de 900 y 1200 s, se alcanzaron los valores maximos extraidos, duplicando
la cantidad obtenida a la temperatura mas baja (313.15 K).

A temperaturas menores (313.15, 323.15 y 338.15 K) la extraccion se mantuvo
constante a través del tiempo, lo que fue confirmado mediante el analisis estadistico de

Tukey. Este analisis indico que los datos recopilados a bajas temperaturas durante los 1200
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S no representan variaciones significativas, lo que nos podria indicar que no existe
degradacion de compuestos de tipo flavonoide en esas condiciones. Sin embargo, el estudio
realizado a 363.15 K, el analisis estadistico revel6 que, si hay diferencias en los resultados,
y que el maximo de flavonoides extraidos se alcanza entre los segundos 900 y 1200 segundos.

De manera gréfica, la figura 14 ilustra el comportamiento de las extracciones a

diferentes temperaturas.
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Figura 14. Extraccién de flavonoides utilizando la asistencia por microondas, evaluado con una
relacién liquido/sélido de 60.22:1 mL/g utilizando Glicerol:ChCl con un 37% de agua destilada,
a diferentes temperaturas (313.15, 323.15, 338.15 y 363.15 K) y medidas en diferentes
intervalos de tiempo (0, 60, 300, 600, 900 y 1200 s).

Para llevar a cabo el estudio cinético se emplearon los modelos de pseudo primer
orden y pseudo segundo orden, presentados en la tabla 2, con base a ellos se calcularon las
constantes de velocidad ki y k> que indican la eficiencia de la transferencia de los flavonoides
hacia el NADES. Estudios previos que han utilizado estos modelos, como Kurtulbas (2022),
realizaron una extraccion asistida por microondas a partir de cascaras de guinda (Prunus
cerasus L.), utilizando disolventes eutécticos profundos. Ademas, existen otros estudios que
emplean estos modelos para extracciones similares, aungue con disolventes organicos
tradicionales como los estudios de Abishli y colaboradores (2021) y Albarri y Sahin (2021).
Por esta razén, estos modelos fueron propuestos para analizar la extraccion de flavonoides
asistida por microondas a partir de las hojas de bambd.

Cabe resaltar que, con fines comparativos, los resultados obtenidos en mg EQ/ g de

peso seco fueron transformados a mg EQ/L (ver tabla en el Anexo 1), con el objetivo de
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realizar los calculos necesarios para determinar las constantes de velocidad de flavonoides k1

Yy Ka.

Tabla 12. Valores de k a diferentes temperaturas de extraccion.

Temperatura (K)
Modelo Parametro 313.15 323.15 338.15 363.15
Pseudo-primer- ki (s) 0.0022 0.0017 0.0007 0.0024
orden R2 0.5441 0.6043 0.1011 0.8543
Pseudo-segundo- | k(L mg's') | 3.66 X 10¢ | 504X 106 | 6.88 X 10¢ | 533 X 107
orden R2 0.9957 0.9778 0.9843 0.9477

En la figura 15 se observan los datos experimentales analizados mediante la ecuacion
de pseudo primer orden, mientras que en la tabla 12 se presentan las constantes de velocidad
(k1) que se determinaron mediante la relacién entre In( C,/C., — C;) Y €l tiempo. Tanto la
representacion grafica como los datos de la tabla indican que este modelo no se ajusta
adecuadamente al proceso, ya que los coeficientes de ajuste obtenidos para cada temperatura
evaluada fueron inferiores a R?<0.55. Debido a esto se descarta el modelo de pseudo primer
orden para describir la transferencia de flavonoides al Gly:ChClI con un 37% de agua.

Al comparar las condiciones éptimas (relacion liquido/sélido de 60.22:1 mL/g,
NADES con un 37 % de agua destilada y una temperatura de 363.15 K) entre ambos modelos,
se observa que los valores R? del modelo de pseudo segundo orden estan mas cercanos a 1.
Esto indica un mejor ajuste a los datos experimentales, por lo que se selecciona este modelo

para representar el proceso de extraccion de flavonoides a partir de las hojas de bambu.
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Figura 15. Modelo cinético de pseudo primer orden evaluado a una relacion liquido/sélido de
60.22:1 mL/g utilizando Glicerol:ChCl con un 37% de agua destilada a diferentes temperaturas:
a) 313.15 K, b) 323.15 K, c) 338.15 Ky d) 363.15 K, y en diferentes intervalos de tiempo (0, 60,

300, 600, 900 y 1200 s), asi también el inciso e muestra la comparacion de todas las

temperaturas.
En la figura 16 se ilustran los datos experimentales analizados mediante la ecuacion

de pseudo segundo orden, donde la relacion entre t/Cs y t presentan un comportamiento lineal.

A partir de la interseccion de la recta 1/(k,C2) y los valores obtenidos de Cs de cada una de
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las temperaturas, se determinan las constantes de velocidad del modelo de psuedo segundo
orden (k2), los cuales se presentan en la tabla 12. De acuerdo con lo mencionado previamente
y considerando los valores de R?, se puede concluir que este modelo se ajusta adecuadamente
a los datos experimentales, ya que se presenta coeficientes de determinacion superiores a
0.94.

Sin embargo, a pesar de este buen ajuste, la tabla 12 muestra que la constante de
velocidad (ko) disminuyen con el aumento de la temperatura de extraccion. De acuerdo con
la literatura, un coeficiente alto indica que existe mayor transferencia de masa. No obstante,
en este estudio, al aumentar la temperatura se obtienen los mejores rendimientos de
flavonoides, lo que concuerda con el modelo éptimo obtenido, ya que estos valores se
encuentran dentro de su intervalo de confianza.

Estudios previos, como el de Kurtulbas (2022), examinaron la cinética de la
extraccion asistida por microondas de compuestos fendlicos a partir de cascaras de cereza
acida (Prunus Cerasus L.), utilizando un disolvente eutéctico profundo (DES) compuesto por
acido citrico y etilenglicol en una relacion molar 1:4. En este estudio, se evaluaron ambos
modelos de pseudo primer orden y pseudo segundo orden a temperaturas de 345, 351 y 352
K durante 180 segundos, determinando que el modelo de pseudo segundo orden era el mas
adecuado para describir su extraccion. Las constantes de velocidad del modelo (k2) obtenidos
fueron 2.07 X 10%,1.89 X 10y 3.01 X 10° L mg*s™.

Cabe destacar que en el estudio realizado Kurtulbas (2022) presenta ciertos aspectos
relevantes que pueden compararse con el proceso extraccion de flavonoides a partir de hojas
de bambu. Entre ellos se destaca el uso de disolventes eutécticos profundos y la extraccién
asistida por microondas. Otro aspecto es que los valores de los coeficientes (k2) presentan
ciertas similitudes con los reportados en la tabla 12, incluyendo que los 6rdenes de magnitud
siguen una tendencia similar, se mantienen dentro del rango esperado y presentan las mismas
unidades dimensionales. Por otro lado, las temperaturas aplicadas en dicho estudio se
encuentran en el intervalo de térmico empleado en la extraccion de flavonoides a partir de
hojas de bambu.

Otros estudios como el de Abishli y colaboradores (2021), evaluaron la cinética de
extraccion asistida por microondas de compuestos fendlicos a partir de cascaras de Feijoa

sellowiana utilizando etanol acuoso 60 % (v/v). En su analisis, también compararon los
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modelos de pseudo primer orden y pseudo segundo orden a diferentes temperaturas (295,
298, 301 y 304 K). Al igual que el estudio anterior, encontraron que los coeficientes de
transferencia de masa (k2) del modelo de pseudo segundo orden disminuyen al incrementar
la temperatura (0.0012, 0.0006, 0.0009 y 0.0005 L mg* s?). Sin embargo, debido al
coeficiente de determinacion de (R?), se selecciona el modelo de pseudo primer orden para
describir el proceso de extraccion.

Del estudio de Abishli y colaboradores (2021), se observa que los valores de los
coeficientes obtenidos en este estudio son mayores a los presentados en la tabla 12, lo cual
puede atribuirse a que el etanol 60 % (v/v) presenta una mejor mojabilidad de la biomasa, ya
que, la tension superficial del etanol es menor a la del Glicerol:ChCl al 37 %.

Albarri y Sahin (2021) realizaron un estudio cinético para optimizar la extraccion
asistida por ultrasonido de compuestos fenolicos a partir de la planta Moringa oleifera
utilizando etanol acuoso 60 % (v/v). Evaluaron ambos modelos cinéticos en experimentos de
5 min a temperaturas de 298, 300 y 306 K, obteniendo valores de 0.0028, 0.0028 y 0.0029 L
mg! s, respectivamente. Nuevamente basandose en los valores de R?, concluyeron que el
modelo de pseudo segundo orden era el mas adecuado para describir la extraccion. Ademas,
reportaron que el aumento de la temperatura favorecio la tasa de extraccion, mejorando la
solubilidad y difusion de los fenoles en la solucion de etanol. También encontraron que las
constantes de velocidad incrementaban con la temperatura, lo que contribuyé a tener una
mayor eficiencia en el proceso. Sin embargo, estos coeficientes mostraron poca variacion
entre si, lo que es coherente porque no hay una gran diferencia entre las temperaturas

propuestas.
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Figura 16. Modelo cinético de pseudo segundo orden evaluado a una relacién liquido/sélido de
60.22:1 mL/g utilizando Glicerol:ChCI con un 37% de agua a diferentes temperaturas: a) 313.15
K, b) 323.15 K, c) 338.15 Ky d) 363.15 K, y en diferentes intervalos de tiempo (0, 60, 300, 600,
900 y 1200 s), asi también el inciso e muestra la comparacién de todas las temperaturas.
Con el fin de profundizar el analisis cinético, se realizé la determinacién de las
propiedades termodinamicas del proceso de extraccion de compuestos de tipo flavonoide a
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partir de las hojas de bambu, utilizando Glicerol:ChCI 37 % como disolvente y asistencia de
microondas, para analizar la difusion de estos compuestos en el NADES, ya que es una fase
principal en el proceso de extraccion sélido/liquido. Para comprender el comportamiento del
proceso, se utilizan los parametros termodinamicos como la entalpia, la entropia y los
cambios en la energia de Gibbs (Albarri y Sahin, 2021; Chutia y Mahanta, 2021).

Los cambios de entalpia y entropia de nuestro proceso se determinaron aplicando las
ecuaciones de la tabla 2, utilizando los datos experimentales de la tabla 10. En esta Gltima,
se puede observar que la concentracion maxima (Y max) a cada temperatura aumento conforme
la temperatura se elevd (313.15, 323.15, 383.15 y 363.15 K), alcanzando valores de 12.81,
1458, 15.61 y 24.86 mg EQ/g de peso, respectivamente. A partir de estos valores, se
calcularon las constantes de equilibrio de extraccion (Ke) de cada una de las temperaturas
mostradas en la tabla 13 y como era de esperarse la constante de equilibrio aumenté con el

aumento de la temperatura.

Tabla 13. Parametros termodinamicos de la extraccion asistida por

microondas de flavonoides a partir de hojas de bambu.
Temperatura (K)

Parametro 313.15 323.15 338.15 363.15
K. 19.1454 25.7526 25.8363 32.7907
AH (kJ mol-') 8.6515
AS (kJ mol-! K-1) 0.0527
AG (k) mol-') -7.8707 -8.3983 -9.1897 -10.5087

Finalmente, a partir de la figura 17, se determinaron los valores de la entalpia y
entropia, los cuales se presentan en la tabla 13. Los resultados indican que el proceso es
endotérmico debido al valor positivo de la entalpia (AH), es decir que requiere energia (en
este caso, del calentamiento de microondas). Este comportamiento era esperado, ya que, la
absorcion de las microondas se lleva a cabo por dos mecanismos que ayudan a degradar el
tejido vegetal para que los compuestos flavonoides salgan desde la matriz sélida e
interaccionen mediante puentes de hidrégeno con la parte liquida, tal y como lo reporta
Plazzotta y colaboradores (2020). Ademas, con esta informacion se podria asumir que la
energia requerida para la extraccion seria mas importante para romper las interacciones de

los flavonoides con la matriz vegetal.
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Figura 17. Datos experimentales utilizando la ecuaciéon de Van't Hoff.

Por otro lado, el cambio de la entropia (AS) es positivo indica que el sistema tiende
hacia un aumento al desorden. Esto indica que los flavonoides estan en un estado mas
ordenado cuando adn se encuentran dentro de la biomasa y al ser extraidos se dispersan en el
disolvente lo que provoca que pasen a un estado mas desordenado. Afiadiendo que, con la
disminucion de la viscosidad al afiadirle agua al NADES se estaria haciendo més notable esta
dispersion. Es posible que, debido a la presencia del 37 % de agua, tanto el NADES como el
agua compitan por formar puentes de hidrégeno con los flavonoides, lo que contribuye aun
mas a la dispersion molecular.

Finalmente, se calcularon los valores de la energia de Gibbs de cada una de las
temperaturas con las ecuaciones de la tabla 2, los resultados también se muestran en la tabla
13. Los valores negativos indican que el sistema es espontaneo y al incrementar los valores
se deduce que la extraccion es méas favorable a temperaturas altas lo que indica que la
asistencia con microondas se vuelve mas viable como se observa en los valores de la tabla
10 (Chutia y Mahanta, 2021). Este comportamiento puede explicarse por la influencia de la
temperatura en la absorcion de microondas por el material vegetal, tal como se mencion6
previamente.

Los resultados obtenidos del analisis termodindmico se basan en AH>0, AS>0 y
AG<O0, son consistentes con los hallazgos de Krishnan y Rajan (2016), Krishnan y Rajan
(2017), Abishli y colaboradores (2021), Albarri y Sahin (2021), Chutia y Mahanta (2021) y
Kurtulbas (2022).

Dado que el analisis termodindmico indicé que conforme se va aumentando la

temperatura la extraccion es mas eficiente, este resultado de sustento adicional para
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interpretar los valores obtenidos con el modelo de pseudo segundo orden, el cual demostrd
ser el mejor modelo para describir el proceso de extraccion de flavonoides a partir de hojas
de bambu. Destacando que, se cumple con lo reportado en la literatura, ya que, se observa en
la mayoria de los estudios, el modelo de pseudo segundo orden es generalmente empleado
para describir procesos de extraccion solido/liquido, lo que lo hace aceptable para evaluar
procesos de extraccion de compuestos antioxidantes (Abishli y colaboradores, 2021; Albarri
y Sahin, 2021; Kurtulbas, 2022; Krishnan y Rajan, 2016; Krishnan y Rajan, 2017).

Si bien la informacidn recaudada no detalla precisamente la interpretacion fisica de
cada modelo en procesos de extraccion, autores como Chutia y Mahanta (2021) mencionan
que los modelos de pseudo primer orden y pseudo segundo orden han sido aplicados para
investigar la velocidad de “adsorcion” en la extraccion de matrices s6lidas mediante un
solvente. Estos estudios indican que el modelo de pseudo primer orden es mas eficiente en la
etapa inicial de la “adsorcion”, mientras que el modelo de pseudo segundo orden lo han
utilizado para analizar la velocidad experimental de todo el proceso.

Aunque la adsorcion es el proceso opuesto a la extraccion, se puede inferir que en el
modelo de pseudo primer orden, la etapa inicial de la extraccion ocurre de forma rapida, lo
cual, conlleva a alcanzar més rapido el equilibrio. Es decir, sucede rapidamente porque los
compuestos se estan liberando desde la superficie del material vegetal sin la necesidad de
penetrar a zonas mas profundas, por lo que, el proceso estd dominado por la difusion externa
(Wang y Guo, 2020).

Por otra parte, para el modelo de pseudo segundo orden también se puede inferir que,
depende tanto de las rupturas de enlace entre los compuestos y la matriz vegetal, y de que tan
profundos se encuentren los sitios activos dentro de la matriz vegetal, lo que puede provocar
que el equilibrio se alcance lentamente. En otras palabras, este modelo considera la
trasferencia de compuestos dentro del material vegetal al exterior, es decir, la transferencia
de flavonoides desde la matriz interna de la biomasa hacia su superficie externa, seguida de
su transferencia al disolvente mediante mecanismos de difusion externa. Esto se puede
corroborar mediante el coeficiente h, que es la velocidad inicial de extraccion cuando t se
aproxima a cero y se calcula como el producto de ko y C2. Ademas, este modelo incluye el
parametro Ce (concentracion de saturacion), que este Ultimo estaria analizando la parte final
de la superficie del material vegetal hacia el solvente (Krishnan y Rajan, 2016; Krishnan y
Rajan, 2017; Sharma y Dash, 2022).
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Ademas, el hecho de que los datos obtenidos se ajustaran al modelo de pseudo
segundo orden es que esta limitado por la difusion y de como es que se da la interaccion entre
el NADES vy la biomasa. Es decir, de acuerdo a lo resultados presentados en la tabla 10, a
bajas temperaturas la extraccion se extrae menor cantidad de flavonoides porque la difusion
es mas lenta y constante, es por ello que, su constante de velocidad y su ajuste es mayor.

Por lo que, a altas temperaturas (363.15 K), la constante disminuye debido a que ya
la difusion no es constante, mostrando una variabilidad en los resultados, entre los 900 y
1200 segundos. Demostrando una eficiencia en la cantidad de flavonoides extraidos a los
tiempos mencionados previamente, lo cual, concuerda con el analisis termodinamico, ya que,
indica que el sistema es espontaneo y conforme se vaya aumentando la temperatura la
extraccion sera mas favorable. Ademas, se dedujo que el proceso es endotérmico, por lo que
se requiere energia para llevar a cabo la extraccion (en este caso, del calentamiento de
microondas).

Retomando lo explicado en el parrafo anterior, es por ello que a la temperatura mas
alta (363.15 K) se obtienen los mejores resultados de la extraccién de flavonoides.
Adicionando que, se pueden presentar otros sucesos gque estarian ayudando en la mejora de
la extraccion, ya que, diversos autores sefialaron que el efecto de las altas temperaturas ayuda
a debilitar las interacciones soluto-soluto y soluto-solido mejorando la transferencia de
compuestos desde la matriz vegetal hacia el disolvente (Krishnan y Rajan, 2017).

Cabe destacar que, la extraccion asistida por microondas consiste de dos mecanismos,
que son por la conduccién iénica y la rotacion dipolar estarian degradando el tejido vegetal
de la hoja de bambd. Y esto se da por la conduccidn iénica, que es la migracion de especies
cargadas, como los iones (en este caso el Ch* y CI), bajo el efecto del campo eléctrico
inducido por las microondas. Y en cuanto la rotacién dipolar se refiere a moléculas dipolares
como el agua y el glicerol, que estarian intentando alinearse con el campo eléctrico alterno
de las microondas, la rotacién rapida genera friccion molecular (Plazzotta y col., 2020).

Dicha friccion entre las moléculas en movimiento y el medio produce calor, lo que
ayuda a romper las paredes celulares. Esta ruptura estructural reduce la resistencia a la
transferencia de masa, ayudando a la liberacion de flavonoides y acelerando su difusion hacia

la fase liquida, lo que estaria mejorando la extraccion (Plazzotta y col., 2020).
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Con base a lo descrito en los parrafos anteriores y los resultados obtenidos del anélisis
termodinamico (tabla 13), se puede interpretar que, si bien la asistencia por microondas
contribuye a mejorar la eficiencia de la extraccion, el hecho de tener constantes de velocidad
bajos indica que existe una resistencia que limita la velocidad del proceso. Esto podria estar
asociado a que la difusion interna es lenta, ya que, los compuestos deben atravesar las paredes
celulares para liberarse y después difundirse a través del medio.

Aunque el valor de la constante ko> disminuye al aumentar la temperatura, este valor
representa la eficiencia del proceso y al no tener una difusion constante de los flavonoides
que se encuentran dentro de la matriz vegetal y se dirigen hacia el disolvente, se ve obstruido
por los fendmenos fisicos presentes, como la disminucion de la tension superficial que ayuda
en la mojabilidad de la biomasa y facilita mayor interaccion del NADES con la matriz sélida,
logrando asi que se formen un mayor namero de puentes de hidrogeno con los flavonoides.

El andlisis de la tension superficial del Glicerol:ChCl al 37 % nos da un valor de 53.69
+ 1.25 mN-m?, el cual es menor a la tension superficial del agua, pero considerablemente
mayor que la del etanol (22.07 mN-m™), disolvente cominmente utilizado y que promueve
mojabilidad de la biomasa. Por lo que, la tension superficial del NADES nos da pauta a que
la mojabilidad de la biomasa puede ser no uniforme; aunque al afiadir agua mejora este
aspecto, es posible que no toda la biomasa se impregne adecuadamente, lo que también
podria estar provocando que las constantes de extraccion sean bajas.

Adicionalmente, otro factor que podria interferir en el proceso es la viscosidad del
NADES. En la figura 12 se observa cdmo cambia la viscosidad al aumentar el porcentaje de
agua a diferentes temperaturas. El Glicerol:ChCl con un 37 % de agua afiadida muestra una
variacion minima conforme se va aumentando la temperatura, es decir, la temperatura afecta
muy poco en la disminucién de la viscosidad, ya que, el agua estaria modificando la red de
enlaces de hidrogeno entre cada uno de los componentes del NADES (Zhang y col., 2020).
Con base en este analisis el aumento de la temperatura solo ayuda en la degradacion del tejido
vegetal para mejorar la liberacion de flavonoides hacia el NADES. No obstante, se podria
intuir es que a altas temperaturas como 363.15 K podria darse el caso de que también esta
contribuyendo en el debilitamiento de los puentes de hidrogeno.

Existen aln pocos estudios cinéticos sobre extracciones de flavonoides asistidas con
microondas utilizando disolventes eutécticos, por lo que aun debe profundizarse en el papel

gue multiples factores pueden jugar en los coeficientes de extraccion. Dado lo anterior, en
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este trabajo no fue posible determinar la energia de activacion mediante la ecuacion de
Arrhenius, la cual utiliza la relacion entre la temperatura de extraccion y la constante de

velocidad en el que se transfieren los compuestos hacia el disolvente (Albarri y Sahin, 2021).
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CAPITULO 5

5.1 Conclusiones

En el presente estudio, la busqueda de procedimientos verdes para la extraccion de
compuestos de interés a partir de un residuo agroindustrial, como lo son las hojas de bambu,
se compard la eficiencia de cinco NADES vy etanol al 80%, asi como agua destilada para
extraer flavonoides, utilizando la asistencia de microondas, asi como la capacidad
antioxidante de los extractos obtenidos. A partir de los resultados que arrojan las pruebas
colorimétricas usadas en el estudio se observa que no hay una relacién evidente entre la
concentracion de flavonoides y la capacidad antioxidante de los extractos, lo cual puede
implicar diversas causas, entre ellas la subestimacion de algunos compuestos fendlicos, las
caracteristicas fisicoquimicas de los disolventes y la influencia que estos tengan en el proceso
de extraccion y en las pruebas colorimétricas. No obstante, de las cinco NADES evaluados,
se considerd gque la de Glicerol:ChCl con 20 % de agua afiadida era la mas adecuada para
continuar con la optimizacién del proceso, debido a su buen desempefio y costo accesible.

La extraccion con Glicerol:ChCL se optimizé a través de un disefio experimental
factorial central compuesto y la metodologia de superficie de respuesta. Las variables
experimentales fueron: temperatura, la tasa liquido/sélido y el porcentaje de agua, mientras
que las variables de respuesta fueron cantidad de flavonoides totales y capacidad antioxidante
de los extractos obtenidos; esta Ultima, evaluada a partir de las pruebas de DPPH y FRAP.

De acuerdo con el andlisis estadistico de los datos experimentales, unicamente los
valores de flavonoides totales cumplieron con los pardmetros de calidad adecuados para
predecir el comportamiento del proceso a través de un modelo. A través de éste, se observd
que el porcentaje de agua y la relacion liquido/solido son los parametros que tienen una
mayor influencia en la cantidad de flavonoides presentes en el extracto: un mayor porcentaje
de agua y una relacién menor de liquido/sélido favorecen la extraccion, debido a que se
promueve una mayor transferencia de flavonoides hacia el Glicerol:ChCl. Un mayor
porcentaje de agua disminuye la viscosidad y la tension superficial, lo cual contribuye a
incrementar la eficiencia del proceso.

Las condiciones de extraccion optimizada fueron: temperatura: 90°C, tasa:60.22:1
mL/g y porcentaje de agua: 37 %. Bajo estos pardmetros el contenido de flavonoides fue de
21.71 £ 1.19 mg EQ/g de bambu.
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Aunque la cantidad extraida no supero a la obtenida con etanol al 80 %, el extracto
obtenido con Glicerol:ChCl tiene potencial para utilizarse, sin purificacion previa, en
formulaciones de interés en la industria alimentaria o farmacéutica.

Por otro lado, se analizd la transferencia de masa de manera dinamica y el modelo de
pseudo segundo orden fue el que mejor represento el proceso de extraccion. Con base en este
andlisis, es posible inferir que uno de los aspectos que influyen en la menor eficiencia del
Glicerol:ChClI con un 37 % de agua con respecto al etanol al 80%, se debe a que la mayor
cantidad de flavonoides presentes en la biomasa se encuentra en las regiones internas del
material vegetal, lo que limita su liberacién rapida hacia el disolvente, provocando que el
transporte difusivo sea mas lento.

Esto permite concluir que el Glicerol:ChClI con un 37 % de agua afadida impregna
parcialmente la superficie de biomasa analizada, sin lograr penetrar hasta los sitios activos
méas profundos. Como resultado, se limitan las posibles interacciones de puentes de
hidrégeno entre el NADES vy la biomasa. Este comportamiento es respaldado por el anélisis
de la tension superficial, ya que, esta propiedad es mucho mayor en el caso del NADES que
en el del etanol al 80 %.

Asi también el estudio de los parametros termodinamicos indico que la extraccion
asistida por microondas es un proceso endotérmico y espontadneo. Estos resultados
complementaron y respaldaron los datos obtenidos en el andlisis cinético y en la optimizacion
del proceso. Adicionalmente, indican que el aumento la temperatura favorece la eficiencia
de la extraccidn, ya que, esto genera la liberacién de los flavonoides hacia la superficie. Esto
ocurre gracias al calor generado por la friccion generada entre las moléculas en movimiento
y el medio, lo que provoca que incremente la presion interna y facilita la ruptura de las

paredes celulares.
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5.2 Perspectivas

Optimizar los ciclos de reutilizacion del Glicerol:ChCl con un 37 % de agua afiadida para
maximizar su eficiencia en la extraccion.

Evaluar la estabilidad del extracto para analizar la degradacion de los compuestos extraidos
y determinar su vida de anaquel, un aspecto fundamental en las industrias alimentaria,
farmacéutica y cosmética.

Realizar pruebas de la capacidad antioxidante de los extractos generados en modelos
animales con el fin de estudiar sus efectos sistémicos del mismo y asi poder corroborar si el
extracto esta listo para usarse.

Llevar a cabo ensayos a mayor escala para comprobar si el escalamiento del proceso de
extraccion mantiene y permite su produccion a nivel industrial.

Llevar a cabo un andlisis de ciclo de vida para evaluar el impacto ambiental y determinar si
el proceso es completamente viable ambientalmente y econémicamente.
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5.3 Anexos |

Tabla I 1. Flavonoides totales extraidos en estudio cinético.

Concentracion de flavonoides (mg EQ/L)

Tiempo (s) 313.15K 323.15K 338.15K 363.15 K
0 0 0 0 0

60 12708.43 13400.85 14770.03 17949.42

300 12518.25 12732.72 16535.87 17892.80

600 12649.59 16232.46 17229.60 18406.76

900 13619.65 12923.61 13470.87 27078.76

1200 14331.03 15627.96 15526.82 26279.51
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XIV. Trabajos derivados de esta tesis (opcional)

Parte de los resultados de este trabajo fueron presentados en diferentes eventos:
El primero fue en el 7° Simposio de Ingenieria de Procesos realizado en septiembre de 2023:

La Sociedad Nacional de Ingenieria
Quimica y Bioquimica A. C.

¥ los Cuerpos Académicos l

UV-CA-411 p Para el
Andlisis de Procesos

UV-CA-503 Ingenieria de Procesos Quimicos y
Biolégicos

Otorgan el presente RECONOCIMIENTO &

Virginia Yedamy Bautista Blanco, Zaira
Dominguez, Miguel A. Morales-Cabrera

A d
XI-SNIQBA ., Por su participacién con la ponencia en
ol " modalidad cartel.
s =i by
& Optimizacién de la extraccion de
® compuestos fenélicos a partir de residuos
7 LY de bambi utilizando quimica verde
‘hlrl‘. de
ia de Procesos

Dentro del XI Simposio de Ingenieria Quimica

y Bioquimica Aplic imposio de
Ingenieria de Procesos, celebrados en la
ciudad de Xalapa, Veracruz, entre los dias 20 y
22 de septiembre de 2023

El segundo fue en un evento virtual LatinXChem que se llevé a cabo en octubre de 2023:

Latin-

This is to certify that

Z#Chem

Virginia Y. i Blanco, Zaira Domil Miguel A. Morales-Cabrera

participated in the #LatinXChem Twitter Conference 2023 on October 16 and 17, with the poster entitled:

EXTRACTION OF PHENOLIC COMPOUNDS FROM BAMBOO WASTE USING
GREEN CHEMISTRY METHODS

El tercero fue en el 4° Simposio de Toépicos Selectos y Aplicaciones de la Quimica Analitica realizado en
octubre de 2023:

Universidad Veracruzana

La Usiverscad aa savts dela
Acaderi de Quimeca Araikic de s Facutad de QFE,
7 el Porgrade en Quica Bioorgincs & IGA

e b ecseste

Constancia

V. Yedamy Bautista Blanco, Miguel A. Morales-Cabrera y
Zaira ). Dominguez Esquivel
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El quinto fue en la Academia Mexicana de Investigacion y Docencia en Ingenieria Quimica realizado en mayo

del 2024:

AMIDI Om

La Academia Mexicana de Investigacion y
Docencia en Ingenieria Quimica A. C.
Otorga el presente
RECONOCIMIENTO
Virginia Y. Bautista Blanco, Miguel A. Morales Cabrera, Zaira Dominguez
Por la presentacién del trabajo

FENOLICOS A PARTIR DE RESIDUOS DE BAMBU UTILIZANDO QUIMICA
VERDE

ON DE LA ON DE COMPUE:

En el &rea de INGENIERIA AMBIENTAL en modalidad CARTEL
reey

/ A, ZD D
L W@ L =

D Ecuard Salvadr Pévaz Clineros Dra. Nelly Ranvrez Corona O Jesiis Alberto Ochos Topia
iden; Presidonte

Comite Tecrico

El sexto fue nuevamente en modalidad virtual en el LatinXChemque se llevé a cabo en 2024:

Latin¥’Chem

This is to certify that

Virginia Y. I , Analilia Zaira
Miguel A. Morales-Cabrera

participated in the #LatinXChem Conference 2024 on October 14 and 15,
with the poster # Green23  entitled:

Extraccion de flavonoides a partir de hojas de bambd utilizando técnicas de
ica Verde: optimizacién, i inémico y cinéti

oy

El primero fue en el 5° Simposio de Topicos Selectos y Aplicaciones de la Quimica Analitica realizado en

octubre de 2024:

(i
>80 °
o
X rreecsy
L Universidad Veracruzana
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Virginia Yedamy Bautista Blanco, Ana Lilia Sinchez Qarcia,
Miguel Angel Morales Cabrera y Zaira Julieta Dominguez
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