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RESUMEN

La yerba mate (llexparaguariensis) es una fuente de fitoquimicos con elevada actividad
antioxidante, por ello es de interés conocer el proceso de obtencidn de estos compuestos
bioactivos. El objetivo del trabajo fue estudiar la cinética de extraccion de los compuestos
fendlicos de las hojas de yerba mate a una temperatura (40°C), un solvente
hidroalcohdlico al 50% vy tres relaciones de hojas de yerba mate/solvente. Las corridas
cinéticas se llevaron a cabo en un equipo de extraccion termostatizado y con agitacion,
para promover la transferencia de compuestos fendlicos en la interfase sélido/liquido. Las
relaciones de yerba mate/solvente que fueron utilizadas eran de 20, 25 y 30 g de hojas
de yerba mate en 200 mL de solvente, en el rango de tiempo comprendido entre 0,5 y 60
minutos. ElI contenido de compuestos fendlicos totales se determino
espectrofotométricamente usando el ensayo de Folin-Ciocalteu. La cinética de extraccion
fue estudiada con el ajuste de los modelos cinéticos de pseudo primer orden, segundo
orden y de dos mecanismos de transferencia de masa. La bondad del ajuste fue evaluada
mediante la magnitud del coeficiente de determinacion (R?), del error porcentual (EP%)
y de la raiz cuadrada del error medio cuadratico (RMSE). EIl ANOVA mostré que la
relacion de yerba mate fue significativa, observandose el aumento en la concentracion
final de equilibrio de los compuestos fenolicos al aumentar la relacion hojas de yerba
mate/solvente. Todos los modelos describieron adecuadamente el proceso de extraccion,
lograndose el mejor ajuste con el modelo cinético de dos mecanismos de transferencia de
masa (R?>0,98; EP<10%; RMSE<0,24). En el modelo de pseudo primer orden se
encontrd que la constante de velocidad Kebs (p < 0,05) aument6 conforme al aumento de
la proporcion de yerba mate en el solvente, sin embargo en el modelo de segundo orden
se observo la disminucion de las constantes de velocidades de extraccion B, (p < 0,05).
En el ajuste del modelo cinetico de dos mecanismos de transferencia de masa se observo
que las velocidades iniciales del mecanismo de lavado R, presentaron diferencias (p <
0,05) disminuyendo su valor con la mayor relacion de yerba mate/solucion
hidroalcoholica; sin embargo, para el mecanismo difusivo, tanto la concentracion y la
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velocidad de extraccion (c& kd) no fueron afectadas con las diferentes relaciones de
solido. En la optimizacion del proceso industrial de extraccion, la proporcion de hojas de
yerba mate/solucién hidroalcohdlica es un factor a tener en cuenta si se desea la mayor
concentracion o la mayor velocidad de extraccion de estos compuestos de interés
tecnoldgico.

Palabras Claves: compuestos fendlicos, cinética, extraccion hidroalcohdlica, Ilex
paraguariensis

1. Introduccion

La yerba mate (llex paraguariensis) es una especie arborea, autoctona de la Provincia
de Misiones, con la cual se desarrollan las principales actividades agropecuarias de la
regién. Si bien en los ultimos afios se ha trabajado en el conocimiento cientifico de la
yerba mate, aun es escaso el estudio y el desarrollo de tecnologias que potencien sus
alternativas de uso y el avance de nuevos productos con mayor valor agregado, que
aprovechen su valiosa composicion fitoquimica.

Es de notar, que la importante actividad biologica de los extractos de yerba mate atrae el
interés del sector alimenticio en el desarrollo de productos a partir de concentrados de
yerba mate (Bracesco et al., 2011; Marques y Farah, 2009). La yerba mate es una fuente
importante de compuestos fendlicos y flavonoides, en sus extractos el acido clorogénico
y sus derivados son considerados los polifenoles con mayor capacidad antioxidante (Berte
etal., 2011).

Se han reportado estudios que indican que factores como la temperatura de extraccion
(Wettasinghe y Shahidi, 1999), la relacion sélido/solvente (Cacace y Mazza, 2003) vy la
polaridad del solvente (Turkmen y Sari, 2006), influyen en forma directa sobre la cinética
de extraccion de compuestos fendlicos en extractos vegetales; por lo tanto es necesario
investigarlos para facilitar la optimizacién del proceso de extraccion con una mejor
utilizacion de energia, tiempo y disolvente (Bucic-Kojic et al., 2007; Amendola et al.,
2010).

En investigaciones de la extraccion de compuestos fendlicos, a partir de yerba mate, se
han encontrado estudios que emplean varios solventes: agua (Dudonné et al., 2009;
Markowicz Bastos et al., 2006; Schinella et al., 2000), acetona, metanol y disoluciones
hidroalcoholicas (Pineda Rivelli et al., 2007). Hay evidencias que los solventes etanol,

metanol absoluto y acetona resultaron mas efectivos que el agua en los procesos de



extraccion de polifenoles a partir de matrices vegetales: granos de soja (Joki¢ et al., 2010),
té (Yao et al., 2006).

Si bien se ha estudiado el contenido de polifenoles totales presente en extractos de yerba
mate en diferentes solventes, (Pagliosa et al., 2010; Turkmen y Sari, 2006, Hartwing et
al., 2012), los datos en la literatura sobre la cinética de extraccion de estos metabolitos y
las variables que intervienen en el proceso son escasos. La necesidad de evaluar modelos
matematicos que describan la cinética de extraccion con la finalidad de facilitar la
optimizacién, disefio y control del proceso es un caso de estudio pendiente.

Spiro y Jago (1982) introducen una ecuacion cinética de pseudo primer orden para
modelar la velocidad de extraccion de sustancias solubles en soluciones acuosas de té.
Linares et al. (2010) estudian la cinética de extraccion de cafeina y solubles de yerba
mate, desarrollando un modelo matemaético que muestra la existencia de dos
mecanismos diferentes de transferencia de masa desde la hoja hacia la solucion durante
la extraccion. Buci¢-Koji¢ et al. (2007) investigan el rendimiento de extraccion de
polifenoles totales en semillas de uva a diferentes temperaturas y relaciones de sélido-
liquido al 50% de etanol acuoso, describiendo la cinética del proceso con el modelo de
dos parametros de Peleg. El objetivo del presente trabajo es el estudio de la
cinética de extraccion de los compuestos fenolicos a partir de hojas de yerba mate a
una temperatura (40°C), en un solvente hidroalcoholico al 50% vy tres relaciones de
hojas de yerba mate/solvente hidroalcohdlico, con el fin de evaluar cuél es la mejor
relacion de hojas de yerba mate para producir extractos con alto contenido de

compuestos fendlicos.
2. Materiales y métodos

2.1. Yerba mate

La yerba mate fue provista por el Establecimiento Las Marias, de Virasoro,
Corrientes, (Argentina), cosecha 2015. Se utilizé la fraccion de hojas gruesas zapecadas,
despaladas, molidas en un moledor de cuchillas a escala laboratorio, tamizadas (40 mesh)
en donde se retiene las porciones consideradas como hojas de yerba mate.
2.2. Reactivos y disolventes

Para la determinacion de los compuestos fendlicos se utilizaron los reactivos: acido
gélico anhidro (Biopack, Argentina), reactivo de Folin-Ciocalteu (Anedra, Argentina),
carbonato de sodio anhidro (Merck, Germany), etanol (Bioalcohol, Argentina; 96°). El

agua usado como solvente fue tratada por osmosis inversa (HIDROLIT, Argentina).



2.3. Extraccion batch

Las corridas cinéticas se llevaron a cabo a 40°C, temperatura alejada de los puntos de
ebullicion normales del etanol y el agua. Los tiempos de contacto de la extraccion
cubrieron el rango 0,5 — 60 minutos. Las relaciones de yerba mate utilizadas fueron de
20, 25y 30 g de hojas de yerba mate en 200 ml de solvente hidroalcohdlico (50:50). Se
utiliz6 un bafio termostético marca SCHOTT GERATE, modelo CT1150, con sistema de
control de temperatura (0,1 °C), que permitié recircular el agua a un recipiente. La
agitacion se realizd con un agitador de hélice y se us6 un vaso precipitado de 600 ml
utilizado como reactor de extraccion. A tiempo cero se agrego la yerba mate, y se dejo en
contacto con la solucion hidroalcohdlica durante el tiempo de extraccion correspondiente.
Los extractos obtenidos se filtraron, centrifugaron (2500 rpm) y utilizaron para la
determinacion de compuestos fendlicos totales. Los resultados estan basados en un
promedio de tres experiencias independientes para cada relacion yerba/solvente
hidroalcoholico.

2.4. Determinacion de compuestos fendélicos totales

Los compuestos fendlicos se cuantificaron por el ensayo de Folin-Ciocalteu siguiendo la
metodologia descripta en la norma ISO 14502. Se transfirié 1 ml del extracto diluido
a un matraz aforado de 100 ml, y se enras6 con agua destilada. Posteriormente se
afiadié 5 ml de Reactivo de Folin-Ciocalteu al 10%. Después de 8 minutos se
afiadié 4 ml de carbonato sédico al 7,5%. Se procedié a la lectura de
absorbancia utilizando un espectrofotometro UV-visible (SHIMADZU, modelo
2250) a una longitud de onda de 765 nm. Se realiz6 una curva patron con acido galico
anhidro. La concentracién final se expres6 como g GAE/100g yerba seca.

2.5. Modelado matematico de la cinética de extraccion

2.5.1 Cinética de pseudo primer orden Spiro y Jago (1982)

Las ecuaciones (1) y (2) representan la expresion cinética de pseudo primer orden (Spiro

y Jago, 1982).

% = kobs (ceo — €) 1) integrando  In 2= = kppst+a  (2)

En (1) el término del lado izquierdo representa la tasa de acumulacion del soluto y en la
derecha, la tasa neta desde la fase solida hasta la fase liquida, ¢ es la concentracion al

tiempo t (g/L), c, €S la concentracion de equilibrio tiempo infinito (g/L), k,ps €S la

constante de velocidad (min™) y “a” es la intercepcion de la curva con la ordenada.



La ecuacion (2) representa una linea recta con una pendiente igual a k,,s Y una
interseccion con el eje y de valor “‘a”.

2.5.2 Cinética de segundo orden Peleg (1988)

Debido a la similitud de las curvas de extraccion (concentracién de compuestos fendlicos
frente al tiempo) con las curvas de sorcion (contenido de humedad frente al tiempo), estas
curvas podrian describirse con el modelo propuesto por Peleg (1988) ecuacion (3)

modificado por Bucic-Kojic et al. (2007) ecuacion (4) para un proceso de extraccion.

t
K, + K.t 3)

c(t) =cy +
Donde c (t) es la concentracion de compuestos fendlicos totales en el tiempo t (g GAE
/100 g), t el tiempo de extraccion (min), cyes el valor inicial de concentracion de
compuestos fenolicos totales en el tiempo t = 0 (g GAE /100 g yerba), K; es la constante
de velocidad de segundo orden (min. 100g/g GAE) y K, (100g/g GAE) es la constante de

capacidad de segundo orden.

t
c(t) = —K1 K, 4)
La velocidad de extraccién Bo en (t = to) B, = Ki ®)
1
El méaximo rendimiento de extraccion (Ce) ¢ |;e0 = Co = Ki (6)
2

2.5.3 Modelo Linares et al. (2010)
Este modelo describe el proceso de extraccion mediante dos mecanismos tratados por
separado: una primera parte es el mecanismo de lavado e hinchazdn y una segunda parte
es el mecanismo de difusion (ec.7).

cy.t

=+ (1 — exp(—kqt) 7
¢ TW(1/2)+t C( P d) )

w
Donde c es la concentracion a tiempo t (g/L),% es la concentracion cuando t—oo para

el mecanismo de lavado (g/L), C: es la concentracion cuando t—oo para el proceso
difusivo (g/L), kw (min) y kg (min 1) son las constantes cinéticas para el lavado y la
difusion respectivamente, Tw (112) €S el tiempo medio de extraccion para los solidos
extraidos en el lavado. La velocidad inicial correspondiente al mecanismo de lavado
mediante la ecuacion:

ceo (8)




La concentracién cuando t—oo debido al mecanismo de lavado, difusion y total se
expresa:

Coo = C¥ + ¢ )
2.6. Analisis estadistico
El analisis estadistico se realiz6 con los software Statgraphics Plus para DOS, version 7.0
(Manugistics, Inc., USA) y Graph Pad Prism, version 5.04 para Windows (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Los valores obtenidos se analizaron por método
estadistico de analisis de varianza (ANOVA) y regresion no lineal usando modelos
matematicos y comparando los resultados con un nivel de confianza al 95%. La bondad
del ajuste fue evaluada con los parametros RMSE (raiz cuadrada del error medio
cuadratico), MBE (error del desvio medio), EP % (error porcentual).

3. Resultado y discusion

El modelo de Spiro y Jago (1982), y los modelos propuestos por Peleg (modificado por
Buci¢-Koji¢ et al., 2007), y Linares et al. (2010) fueron ajustados a los datos
experimentales. Los resultados se reportan en las Tablas 1, 2, 3,4, 5y 6.

El modelo de pseudo primer orden de Spiro y Jago (1982) no presento un buen ajuste

como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Constantes cinéticas de la ecuacion de pseudo primer orden de Spiro y Jago (1982), para la relaciones de 20,
25, 30 g de hojas de yerba mate/0,2L de solvente hidroalcohdlico al 50% a 40° C (valor promedio + error estandar).

Bondad del ajuste

Relacion S/L Kobs (Min™) a Coo
(9/0.2 L) R2 RMSE MBE EP (%)
20 0,041 + 0,004 1,0+0,18 10,4 £ 0,22 0,79 0,24 -0,109 11,85
25 0,046 + 0,003? 0,7+0,1° 11,4 +0,1° 0,89 0,20 -0,080 11,48
30 0,063 + 0,004° 0,7 +£0,12 13,4 +0,1° 0,93 0,26 -0,073 17,90

El andlisis estadistico (ANOVA) mostré que el tiempo y la relacidén yerba mate/ solvente
hidroalcoholico influyeron significativamente sobre la concentracion de compuestos
fendlicos (p <0,05).

En la figura 1 se presentan los datos experimentales y el ajuste al modelo de segundo
orden propuesto por Peleg (modificado por Buci¢-Koji¢ et al., 2007) para la extraccion
de compuestos fendlicos a la relacion de 20, 25 y 30 g de hojas de yerba mate/0,2L de
solvente hidroalcohdlico a 40° C. Las curvas obtenidas mostraron que la concentracién
aumenta con el tiempo de extraccion con un rapido ascenso inicial durante los primeros

minutos y luego con aproximacidn asintotica al valor de la concentracion de equilibrio.
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Figura 1 Datos experimentales y modelo de segundo orden propuesto por Peleg (modificado por Buci¢-Koji¢ et al.,
2007) para la extraccion de compuestos fendlicos a la relacion de 20, 25 y 30 g de hojas de yerba mate/0,2L solvente
hidroalcohdlico al 50% a 40° C.

A partir del modelo propuesto por Peleg (modificado por Buci¢-Koji¢ et al., 2007), se
obtuvieron las constantes K1 y Kz, que se encuentran relacionadas con los valores de B,
y c. (ec. 5y 6) (Tabla 2y 3).

Se observd que con el aumento de la relacién yerba mate/solvente hidroalcoholico, la
velocidad inicial B, disminuy0, encontrandose diferencia significativa entre la relacion
de 20 g de hojas de yerba mate y las otras dos relaciones ensayadas. En tanto la
concentracion final de equilibrio ¢, de los compuestos fendlicos aumentd
significativamente con el aumento de la relacion de yerba mate/solvente hidroalcohdlico
(p < 0,05).

El ajuste del modelo propuesto por Peleg (modificado por Buci¢-Koji¢ et al., 2007), a los
valores experimentales de la cinética de extraccion de compuestos fendlicos fue bueno,
como lo demuestran los valores de R?, RSME, MBE y EP %; los valores negativos de
MBE permiten inferir que los valores que el modelo predice, estan subestimados respecto

a los valores experimentales.

Tabla 2: Constantes K1 y Kz y bondad del ajuste del modelo de segundo orden propuesto por Peleg (modificado por
Buci¢-Koji¢ et al., 2007) en la extraccion de compuestos fendlicos a la relaciones de 20, 25, 30 g de hojas de yerba
mate/0,2L y solvente hidroalcohdlico al 50 % a 40° C, (valor promedio + error estandar).

Relacion S/L K1 Kz Bondad del ajuste
(9/0,2 L) (min.100g/g GAE) (100g/gGAE) R?* RMSE MBE EP (%)
20 0,038 + 0,0042 0,106 £ 0,002¢ 0,97 0,45 -0,01 4,6
25 0,074 + 0,006" 0,096 +0,002° 0,97 0,57 -0,03 6,2
30 0,080 + 0,010P 0,077 £0,002¢° 0,97 0,67 -0,05 7,1

Tabla 3: Velocidad inicial Bo, concentracion de equilibrio c» del modelo segundo orden propuesto por Peleg
(modificado por Buci¢-Koji¢ et al., 2007) en la extraccion de compuestos fendlicos a la relaciones de 20, 25, 30 g de
hojas de yerba mate/0,2L de agua y solvente hidroalcohdlico al 50% a 40° C, (valor promedio + error estandar).

Relacion S/L Bo=(L/K1) Ce= 1Ko Bondad del ajuste
(/0,2 L) (Q GAE/100g min) (g GAE/100g) R’ RMSE MBE EP (%)
20 26,000 0,004  9416+0002% 097 045 001 46
25 13,40 £ 0,01° 10,322+0,002° 097 057 -0,03 62

30 12,00 +0,01° 12,860 + 0,002° 0,97 0,67 -0,05 7,1




En la figura 2 se muestran los datos experimentales y predichos por el modelo propuesto
por Linares et al., 2010, donde se observan la etapa répida (lavado), seguida de una etapa
lenta (difusion).
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Figura 2 Datos experimentales y modelo de Linares et al para la extraccién de compuestos fendlicos a la relacion de
20, 25y 30 g de hojas de yerba mate/0,2L de agua y solvente hidroalcohdlico al 50% a 40° C.

Los valores de las constantes obtenidos de la ec. 7, se muestran en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4: Constantes cinéticas del modelo cinético de Linares et al., 2010, a la relaciones de 20, 25, 30 g de hojas de
yerba mate/0,2L de agua y solvente hidroalcohélico al 50% a 40° C, (valor promedio + error estandar).

Relacién S/L c cd Coo Bondad del ajuste
(g GAE/ (g GAE/ (g GAE/ ) .
(9/0,2 L) 1000) 100) 1000) R> RMSE MBE EP (%)
20 7,8+0,2° 2,3+0,2° 10,1+0,3* 0,99 0,15 -0,001 1,57
25 75+0,3 3,6 +0,3% 11,0+0,6* 0,99 0,24 -0,002 2,79
30 9,2+1,1% 4,1 +£0,9° 132+19* 0,98 051 -0,008 5,59

Tabla 5: Constantes cinéticas del modelo cinético de Linares et al., 2010, a la relaciones de 20, 25, 30 g de hojas de
yerba mate/0,2L de agua y solvente hidroalcohdlico al 50% a 40° C, (valor promedio + error estandar).

Relacion S/L Tw(l/z) kq Bondad del ajuste
(9/0,2 L) (min™) (minY) R?* RMSE MBE EP (%)
20 0,15 +0,02* 0,06 £0,01* 0,99 0,15 -0,001 157
25 0,28 +0,05° 0,06 +0,01* 0,99 0,24 -0,002 279
30 05 +0,1* 0,08+0,03 098 051 -0008 5,59

El ANOVA indico que la variacidn de las relaciones yerba mate/solvente hidroalcoholico
no influyo sobre los valores de los pardametros, c,", coodYco, por lo que podria
seleccionarse la menor relacion de yerba mate/solvente hidroalcohdlico, para la
optimizacion del proceso de extraccion de compuestos fendlicos.

Linares (2007), habiendo estudiado la cinética de extraccion acuosa de cafeina a partir de
yerba mate, reporta menores valores de estos parametros, indicando que la relacién yerba

mate/agua influye significativamente en las concentraciones en equilibrio c,.



Wang y Fengyu (2017) estudiaron la cinética de extraccion hidroalcohdlica de
flavonoides totales a partir de Scutellaria baicalensis e informaron un aumento en la
concentracion de estos metabolitos con la relacion de sélido/solvente.

En la tabla 6 se muestra que la velocidad inicial del mecanismo de lavado Ry’ no presento
diferencias significativas para las relaciones de 25 y 30 g, presentando diferencia con 20
g de hojas de yerba mate (p<0,05). La mayor velocidad inicial present6 la menor relacién
de hojas de yerba mate/solvente hidroalcoh6lico ensayada.

Tabla 6: Velocidad inicial del mecanismo de lavado y relacion de concentracion de equilibrio de lavado respecto de
concentracion de equilibrio total, modelo de Linares et al., 2010, a la relaciones de 20, 25, 30 g de hojas de yerba
mate/0,2L de agua y solvente hidroalcoholico al 50% a 40° C, (valor promedio + error estandar).

Relacién S/L . o
(9/0,2 L) R, (g GAE/100g) min* =

20 51+8° 0,77 + 0,042

25 27 + 6 0,68 + 0,06°

30 19+ 8° 0,69 +0,17°

Similar comportamiento en la velocidad inicial de extraccion se ha reportado en estudios
cinéticos de extraccion de compuestos fenolicos a partir de semillas trituradas de uva
(Buci¢-Koji¢ et al. (2007).

La concentracion final de compuestos fenolicos de la primera etapa de extraccion
(mecanismo de transferencia de masa de lavado), se encuentra en el rango del 68 al 77%
de la concentracion total en el equilibrio (c,), indicando que la mayor extraccion de

compuestos fendlicos se produce en esta etapa.

4. Conclusiones

El estudio de la cinética de extraccion de compuestos fenolicos a partir de diferentes
relaciones de hojas de hojas de yerba mate a una temperatura (40°C) en un solvente
hidroalcohdlico, present6 buenos ajustes con los modelos de segundo orden propuestos
por Peleg (modificado por Bucic-Kojic et al., 2007) y el modelo de Linares. EI modelo
de Spiro y Jago (1982) no ajust6 adecuadamente a los datos experimentales.

La relacion yerba mate/solucion hidroalcohdlica influy6 en los valores de velocidades de
extraccion iniciales (By) y (RY) de los modelos de Peleg (modificado por Bucic-Kaojic et
al., 2007) y de Linares (2010), respectivamente, dando la mayor velocidad inicial para
menor relacion experimentada.

Esto nos permite concluir que para una optimizacion a nivel industrial de extraccion

hidroalcohélica, la menor relacién de hojas de yerba mate/solucién hidroalcohdlica



empleada en esta investigacion, seria la dptima para logran la mayor velocidad inicial de

extraccion a la temperatura de 40 °C, obteniéndose también una concentracion de

equilibrio de compuestos fendlicos totales maximo para estas experiencias.
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