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PARAMETROS FISICOQUIMICOS E ISOTERMAS DE
ADSORCION DE HOJAS DE Maytenus ilicifolia Martius

Resumen

Maytenus llicifolia Martius (Celastraceae) es una especie nativa en la
Provincia de Misiones, clasificada dentro de arboles bajos y arbustos. Es
conocida con el nombre vulgar de “cangorosa” y como “Espinheira santa” en
Brasil. Las hojas y el tallo son empleadas en mezclas agregadas al mate para
combatir la acidez y gastralgia provocada por esta infusion y aminorar el efecto
irritante de la cafeina. En la descripcion quimica de la especie se indica
contenidos de taninos, flavonoides y triterpenos.

Las isotermas de adsorcion aportan informacion sumamente valiosa
para predecir cambios potenciales en la estabilidad biolégica del material,
permitiendo determinar la maxima humedad que el mismo puede ganar o
perder durante el secado o almacenamiento. Las mismas ilustran la relacién
funcional entre el contenido de humedad de equilibrio y la actividad de agua a
temperatura constante.

Se estudiaron parametros fisicoquimicos e isotermas de adsorcion de las
hojas de Maytenus ilicifolia que crecen en la zona sur de la Provincia para su
estandarizacion y para contribuir a su inclusién al Caodigo Alimentario Argentino.

El contenido de humedad de equilibrio fue medido usando un método
gravimétrico estatico, a humedades relativas y temperaturas en un rango de
11.0 % a 80.3 % y de 30°C a 60°C respectivamente. Los modelos matematicos
de Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB), Chung-Plost, Halsey modificado,
Oswin modificado, Henderson modificado y Halsey fueron testeados para
ajustar los datos experimentales por andlisis de regresién no lineal. Para el
modelo de GAB, se utilizaron diferentes métodos en el tratamiento de los datos.

Los ensayos de cenizas totales, pérdida por secado y extractos acuosos
cumplimentaron los requerimientos de Farmacopea Brasilera. Los valores
Optimos obtenidos por TLC para los extractos de triterpenos fueron con la fase
movil cloroformo—benceno, R; de 0,23, 0,38, 0,57, 0,80 y 0,96 con el revelador
anisaldehido-sulfarico bajo luz UV 365 nm. Los datos experimentales de
adsorcion exhiben una curva sigmoidea Tipo I, tipica de la mayoria de los
productos biologicos. Los mejores ajustes de isotermas de adsorcién se
obtuvieron con la ecuacion de GAB. Se deberian continuar los estudios para
establecer las causas de las diferencias observadas al procesar los datos a la
temperatura de 60°C respecto de las demas.

Palabras claves: parametros fisicoquimicos, isotermas de adsorcion,
contenido de humedad de equilibrio, Maytenus llicifolia, modelos matematicos.



PHYSICOCHEMICAL PARAMETERS AND ADSORPTION
ISOTHERMS OF Maytenus ilicifolia Martius LEAVES

Abstract

Maytenus ilicifolia Martius (Celastraceae) is a native species in the
Province of Misiones, classified into low trees and shrubs. It is known under its
common name "cangorosa" and as "Espinheira santa” in Brazil. The leaves and
twigs are used in mixtures with yerba mate indicated for stomach acidity and
gastralgia produced when yerba mate is consumed due to the irritant effect of
caffeine. In the chemical species description content of tannins, flavonoids and
triterpenes are indicated.

Adsorption isotherms provide extremely valuable information to predict
potential changes in the biological stability of the material, allowing to determine
the maximum moisture that it can gain or lose during drying or storage. These
procedures illustrate the functional relationship between the equilibrium
moisture content and water activity at constant temperature.

Physicochemical parameters and adsorption isotherms of Maytenus
ilicifolia leaves that grow in the southern part of the Province were studied for
standardization and thus contribute to the inclusion in the Argentine Food Code.

The equilibrium moisture content was measured using a gravimetric
static method, at relative humidities and temperatures in the range of 11,0 % to
80,3 % and from 30°C to 60°C respectively. Mathematical models of
Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB), Chung-Plost, modified Halsey, modified
Oswin, modified Henderson and Halsey were tested to fit the experimental data
by nonlinear regression analysis. For the GAB model, different methods in the
data processing were used.

Total ash tests, loss on drying and aqueous extracts completed the
requirements of Brazilian Pharmacopoeia. The optimum values obtained by
TLC for triterpenes extracts with the mobile phase were chloroform-benzene, Rt
0,23, 0,38, 0,57, 0,80 and 0,96 with the developer anisaldehyde-sulfuric under
UV light 365 nm. The experimental adsorption data exhibit a sigmoidal curve
type IlI, typical of most biological products. Best fitting adsorption isotherms
were obtained with the GAB equation. Studies should continue to establish the
causes of the observed differences in processing data at a temperature of 60°C
compared to the others.

Key words: physicochemical parameters absorption isotherms, equilibrium
moisture content, Maytenus llicifolia, mathematical modelling.
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1. INTRODUCCION

Maytenus llicifolia Martius (Celastraceae) es una especie nativa que
crece en la Provincia de Misiones, clasificada dentro de arboles bajos y
arbustos (Martinez-Crovetto, 1963), y es conocida con el nombre vulgar, en
espanol, de: “congorosa”, “cangorosa”, “capororoca”’, “molle espinoso”,

“cancerosa”, “sombra de toro”, “quebrachillo”, “pus pus” (Sharapin y Col., 2006)

y en Brasil con el nombre de: “espinheira santa”, “cancorosa”, “cancerosa’,

LL 1

“cancrosa”, “espinheira-divina” (Farmacopeia Brasileira 4° ed. [FB 4°], 2002).

Se registra su uso en la literatura etnobotanica con fines medicinales por
los indigenas que vivian en la regidn Sur de Brasil, en Argentina, en Paraguay
y en el Uruguay, también por la poblacién no indigena, existen registros que
datan de 1930 (Scheffer, 2004; RainTree, s.f.).

En 1988, fueron publicadas investigaciones efectuadas por Carlini y Col.
que confirmaban las propiedades terapéuticas de las hojas para la proteccién y
el tratamiento de Ulceras gastricas. Las hojas y el tallo de Maytenus ilicifolia
eran empleadas en mezclas agregadas al mate para combatir la acidez y

gastralgia provocada por esta infusion (Scheffer, 2004).

En los ultimos afios los Productos Forestales No Madereros (PFNM) han
suscitado interés por su contribucién econdmica y social en los paises de todo
el mundo, sobre todo para la poblacion rural. A partir de documentos
elaborados por la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (FAO), en 17 paises de Latinoamérica y El Caribe, se pudo
conocer que la extraccion de PFNM de origen vegetal en Argentina es variada

e incluye 396 especies que involucran un uso medicinal (Resico, 2001).

Las politicas que viene desarrollando la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en funcion de valorizar el saber tradicional referido al correcto
empleo de las plantas medicinales, ha motivado la aparicion por parte de ese
organismo de una serie de documentos referidos a las buenas practicas de

agricultura y control de calidad sobre aquellas plantas medicinales que puedan



ser incorporadas en los Centros de Atencion Primaria de la Salud (CAPS), lo
que constituye un importante aporte para contar con documentos que se
integren a la justificacion base para la posible inclusion de la "cangorosa" en el

Caodigo Alimentario Argentino.

En el aprovechamiento de los recursos naturales silvestres, se ha
utilizado a la "cangorosa" en la provincia como parte del Proyecto "Cultivando
la Salud", aprobado por el Ministerio de Relaciones Exteriores de lItalia y
financiado por el Gobierno Italiano (Cooperazione italiana, Regiéon Lombardia y
la ONG italiana Centro de Orientacion Educacional), tiene como finalidad
elaborar fitomedicamentos para la Atencién Primaria de la Salud, con aval de la
Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT) en Laboratorios provinciales estatales, a partir de plantas nativas de
Argentina. Las Provincias de Misiones, Santa Fe y Buenos Aires fueron

afectadas inicialmente a este proyecto (Alonso, 2005).

Los productores practican principalmente, wuna agricultura de
subsistencia libre de agroquimicos, cuya finalidad es la puesta en valor de las

hierbas con propiedades medicinales de la region (Lezcano y Marin, 2008).

Para la utilizacion de la especie, esta debe cumplimentar requisitos que
estan incluidos en la Farmacopea Argentina. Esta define como “Droga Vegetal
a las plantas o sus partes enteras, molidas o pulverizadas (flores, frutos,
semillas, tubérculos, cortezas, efc.) frescas o secas, asi como los jugos,
gomas, latex, aceites esenciales o fijos y otros componentes similares, que se
emplean puras o mezcladas en la elaboracion de medicamentos” (Farmacopea
Argentina 7° ed. [FA 7°], 2003).

Otros antecedentes destacan la evolucion de la Yerba Mate compuesta,
valorada por sus propiedades nutritivas y/o terapéuticas, la que es consumida
en la actualidad como una de las tradicionales infusiones. La Comisidon
Parlamentaria Conjunta del MERCOSUR declara a la Yerba Mate (llex
paraguarienses) y sus derivados "Producto regional autoctono del



MERCOSUR" con el objeto de proteger su calidad, incrementar su producciéon y

promover su comercializacién y consumo (Ramos y Rivas, 2003).

Cabe destacar experiencias que se han realizado en la Provincia de
Misiones. EI Comité Ejecutivo de Desarrollo e Innovacion Tecnolégica (CEDIT)
desarrollé la produccion de una Yerba Mate compuesta mas suave, con el
agregado de "cangorosa" (Maytenus ilicifolia) como uno de sus principales
componentes. El objetivo es el logro de un nuevo producto (Yerba Mate
compuesta) que permita una mayor comercializacion del cultivo base del agro
misionero. En el mismo esta previsto aprovechar la produccion local, utilizada
en sus primeras etapas con un fin medicinal en la localidad de Santa Ana.
Desde el CEDIT se aseguré que en el catado con tomadores normales de
mate, no se percibié un cambio sustancial en el sabor (El Territorio Digital,
20006).

Hasta el momento no existe en el mercado Yerba Mate compuesta con
Maytenus ilicifolia. Existen antecedentes que hacen suponer el uso ancestral
de la "cangorosa" fundamentalmente por las comunidades indigenas de la

region, que se fue transmitiendo de generacién en generacion.

El Codigo Alimentario Argentino en el capitulo |: Disposiciones
Generales, Art. 6-2 define: “...La designacion de alimentos incluye también a
las sustancias o mezclas de sustancias que se ingieren por habito, costumbres,
o como coadyuvantes, tengan o no valor nutritivo” (Codigo Alimentario
Argentino [CAA], 2000).

“

Este mismo Cdédigo define “..."Yerba Mate Compuesta” o "Yerba Mate
Aromatizada”, segun corresponda de acuerdo con su composicion, al producto
constituido por Yerba Mate Elaborada Despalillada o con Palo, adicionada de
una o varias hierbas sapido-aromaticas de reconocida inocuidad fisiolégica en
la forma habitual de su uso (infusiobn o mate): cedron, menta, tomillo, salvia,
poleo, romero, peperina u otras que apruebe la autoridad sanitaria. Estos
vegetales podran adicionarse hasta un 40% en total, debiendo satisfacer las

exigencias establecidas en el Coédigo Alimentario Argentino y/o en la



Farmacopea Nacional Argentina. El 60 % restante debera estar compuesto por
yerba mate. El producto final no contendra mas de 9,5 % de agua ni mas del 2
% de cenizas insolubles en acido clorhidrico al 10 % p/v, calculados ambos
sobre producto seco” (CAA, 1990).

Se debera tener especial cuidado con la leyenda del rétulo con la que se
expenda el producto, considerando lo que establece la reforma del Articulo 235
del Cdodigo Alimentario Argentino: "...En los rétulos o anuncios, por cualquier
medio (propaganda radial, televisiva, oral o escrita) queda prohibido efectuar
indicaciones que se refieran a propiedades medicinales, terapéuticas o
aconsejar su consumo por razones de estimulo, bienestar o salud " (CAA,
2005).

1.1 Alcances y justificacion de la Investigacion

El conocimiento de los atributos fisicoquimicos de la especie vegetal
silvestre proveniente de la regidén, conjuntamente con otras investigaciones
vinculadas a técnicas cuantitativas, caracterizacion nutricional, estudios de

toxicidad, etc. podrian contribuir para incluirla al Codigo Alimentario Argentino.

La Farmacopea Argentina no incluye a esta especie vegetal en sus
monografias. La Farmacopeia Brasileira 4° ed., (2002) y la 5° ed., (2010)
codifican a las hojas de Maytenus ilicifolia bajo la denominacion de “Espinheira
santa”. En la monografia se establecen los requerimientos minimos que la
droga vegetal debe cumplir, estas especificaciones se utilizaran como

referencia.

Durante el secado y almacenamiento de productos agricolas pueden
suceder transformaciones fisicas, quimicas y microbiolégicas. Estos cambios
son influenciados particularmente por el contenido de agua del material, la
humedad relativa del ambiente y las condiciones de secado y almacenamiento
(Cordeiro y Col., 2006).

Las plantas medicinales y aromaticas comunmente contienen altos

niveles de humedad y microorganismos. Las condiciones de secado y



almacenamiento son muy importantes para proteger la calidad de las cosechas
(Soysal & Oztekin, 1999).

El secado es un método de conservacion basado en la disminucion de la
actividad acuosa de los alimentos para prolongar el periodo de vida util de
estos. Ademas, reduce el peso y el volumen, lo cual facilita el transporte y
almacenamiento. El contenido de humedad final del producto debe tener un
valor que le permita ser estable durante un tiempo prolongado. La estabilidad
microbiolégica se obtiene a valores de actividad de agua (a,) menores a 0,6
(Garcia y Col., 2007).

Dado que en el proceso de deshidratacién lo que se controla es el
contenido de humedad y no la actividad acuosa, el punto final de secado en
términos del contenido de humedad, debe ser determinado mediante las
isotermas de adsorcién de humedad del alimento en cuestién. La isoterma de
adsorcion de humedad es la expresion de la relacidon funcional existente entre
el contenido de humedad de un alimento (expresado como g de agua por cada
100 g de sdlidos secos) y la actividad acuosa, en forma grafica o de ecuacion
(del Valle Canseco, 1985).

El estudio de las isotermas de adsorcion es sumamente valioso para
predecir cambios potenciales en la estabilidad biolégica del material,
permitiendo determinar la maxima humedad que el mismo puede ganar o
perder durante el secado o almacenamiento (Cordeiro y Oliveira, 2004;
Cordeiro y Col. 2006). Ademas, posibilitan prever el comportamiento de un
alimento en condiciones distintas a las que se estudié experimentalmente, este

aspecto presenta un evidente interés practico (Cheftel y Cheftel, 1988).

La especie Maytenus ilicifolia es oriunda de diversas partes de Sud
América (Sur de Brasil, Paraguay, Bolivia, Uruguay y Argentina). Existen
antecedentes relacionados con estudios de sorcidon en hojas de Maytenus
ilicifolia en plantas cultivadas en Brasil (Cordeiro y Oliveira, 2004; Cordeiro y
Col., 2006); sin embargo no se disponen de estudios de la especie silvestre de

la Provincia de Misiones.



1.2 Objetivo general del trabajo

Definir propiedades fisicoquimicas e isotermas de adsorcién en hojas de

Maytenus ilicifolia de plantas nativas de la region.

1.3 Objetivos especificos

Determinar y comparar parametros fisicoquimicos en hojas de Maytenus

ilicifolia con las especificaciones farmacopeicas.

Establecer las caracteristicas del fendmeno de adsorcidon de las hojas de

Maytenus ilicifolia.

Realizar el modelado matematico del fendmeno de adsorcion y establecer el

modelo que mejor ajuste a los datos experimentales.

Determinar el contenido de humedad final del producto que asegure su

estabilidad microbioldgica.



2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Maytenus ilicifolia Martius

Maytenus ilicifolia Martius (Celastraceae), es conocida en la regiéon con
el nombre vulgar de “congorosa” o “cangorosa”, y en Brasil con el nombre de
“Espinheira santa” en alusién a sus hojas ya que las mismas presentan bordes

espinosos y propiedades medicinales.

La Farmacopea de Brasil incluye su monografia en la cuarta edicidn,
(2002) bajo la denominacién de "Espinheira Santa" y esta codificada también

en la quinta edicion del afio 2010.

La familia de las Celastraceae, dentro de las plantas superiores, fue
reconocida por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) como
una de las mas prometedoras para su estudio, dada su amplia distribucion, la
naturaleza quimica y complejidad de sus metabolitos, y fundamentalmente por

las actividades farmacologicas de sus especies (Nufiez Rivas, 2004).

El nombre genérico Maytenus proviene de "Maytén", nombre popular de
una planta utilizada por los Mapuches en Chile; ilicifolia hace referencia a la
similitud de sus hojas con las del género "llex" (llex aquifolium, acebo)
(Sharapin y Col., 2006).

2.1.1 Distribucion geogréfica

El género Maytenus comprende unas 200 especies americanas, de las
cuales 11 crecen en Argentina y 77 en Brasil. La especie Maytenus ilicifolia es
oriunda del Sur de Brasil, Paraguay, Bolivia, Uruguay y Argentina (regién
chaquena y mesopotamica, Provincias de La Pampa, Cérdoba y nordeste de

Buenos Aires) (Sharapin y Col.,, 2006). En la Provincia de Misiones se



encuentra distribuida en el Sector Misionero, segun la descripcion de Martinez-
Crovetto, (1963).

2.1.2 Agricultura

En la provincia de Misiones la especie crece en forma silvestre. En
Brasil, debido al fuerte incremento del consumo, se ha desarrollado su cultivo
(Negri, 2007). La propagacion de la planta puede ser por semillas, estacas o
cultivo de tejidos (Sharapin y Col., 2006).

La cosecha se realiza con poda y el corte es hecho manualmente. El
periodo ideal de cosecha es al inicio de la primavera (Brasil). La primera
cosecha puede ser realizada con la poda a la altura de 50 cm y las demas en
los afos subsiguientes, por encima de las ramificaciones promovidas por la
poda anterior. Se considera que la planta necesita de 2 afios para recuperar la
cantidad de hojas de su copa. Asi, el sistema alternado de cosecha en cada

mitad de la planta proporciona cosechas anuales (de Magalhaes, 2002).

2.1.3 Descripcion botanica

Es un arbol pequeno, que crece hasta 5 m de altura con hojas y bayas

que se asemejan al acebo.

Figura 2.1: aytenu ilicifolia Martius, planta silvestre de la zona sur de la
Provincia de Misiones.



Las ramas jovenes son glabras, angulosas con estrias longitudinales. El
peciolo tiene una longitud de 0,2 cm a 0,5 cm con pequefas estipulas. Las
hojas son simples de forma ovalo-oblonga, eliptica o eliptica-lanceolada,
alternas, coriaceas a subcoriaceas, glabras, pentinervadas, marginadas y con
venas pinadas. Algunas de las nervaduras secundarias terminan en el margen
y otras pueden ramificarse proximas al margen, aun pueden unirse a otra
nervadura secundaria adyacente, con curso recto hasta /5 o0 */5 de la mitad del
largo de la lamina, pudiendo formar un angulo de divergencia grande. Las
nervaduras de menor orden son reticuladas de tipo randémico. Las nervaduras
son prominentes y muy visibles en la cara axial. La longitud de la lamina es de
2,1 cm a 9,0 cm (raramente hasta 15 cm) de largo y de 1,0 cm a 3,1 cm
(raramente hasta 7 cm) de ancho. La base y el apice tienen forma desde aguda
a obtusas y el apice mucronato o aristado, borde interno con una espina apical
o con dientes laterales agudos, generalmente de dos a siete, dispuestos mas
frecuentemente en la mitad apical de uno o ambos semilimbos. El borde de la
lamina es espaciado y amarillado cuando esta seco. La hoja es hipoestomatica.
La epidermis en la fase adaxial esta recubierta por una cuticula espesa, con
ornamentacion estriada y papilosa, con visibles campos de puntuacién
primarios, cristales de oxalato de calcio. La lamina seca se torna de coloracion
verde acinezado, siendo la fase abaxial mas clara que en la adaxial. Las
mismas son inodoras, con sabor suave y ligeramente astringente (FB 4° ed.,
2002).

Las flores son pentameras, actinomorfas, blancas o amarillentas, muy
pequenas, y generalmente estan agrupadas en inflorescencias axilares. El fruto
es una pequefia capsula ovoide o elipsoidal, con 1 a 4 semillas. Florece en

primavera y fructifica en verano (Sharapin y Col., 2006).



2.1.4 Uso popular de las hojas de Maytenus ilicifolia

Desde hace siglos, las hojas de Maytenus ilicifolia fueron utilizadas para
fines medicinales por indigenas y por la poblaciéon no indigena de la region Sur

de Brasil, Argentina, Paraguay y Uruguay (Scheffer, op. cit.).

El uso extensivo de ciertas drogas, los cambios en formas de vida y los
habitos alimentarios, como también factores de estrés en las vidas humanas
modernas han llevado a un aumento exponencial en la incidencia de la

ulceracion gastrica (Maity y Chattopadhyay, 2008).

En 1920, el médico y profesor Aloizio Franga de la Facultad de Medicina
de la Universidad Federal de Parana informé del éxito de las acciones
terapéuticas de Maytenus ilicifolia en el tratamiento de la ulcera (Chimin y Col.,
2008). En Brasil, las hojas de la planta se preparan en forma de té para el
tratamiento de ulceras, indigestion, gastritis cronica y dispepsias (RainTree,
s.f.).

Las hojas de Espinheira santa eran mezcladas con la Yerba Mate (ilex
paraguariensis) en una proporcion del 10 % al 15 % y comercializadas en
Brasil, con el objetivo de combatir la acidez y gastralgia provocada por esta
infusion en algunas personas. Actualmente la comercializacion de esta mezcla
no se realiza a gran escala aunque algunas empresas han reiniciado su
comercializacion, popularmente se suele agregar las hojas al mate (Scheffer,

op. cit.).

Como resultado de entrevistas realizadas en Brasil, acerca del
conocimiento popular asociado al uso de Espinheira santa, se pudo conocer
que los encuestados que identificaron el uso de la planta con fines medicinales,
hicieron referencia a las hojas. Estos utilizan la planta en forma de té (infusién),
mayoritariamente sin mezclar con otras especies medicinales en la preparacion
y en menor proporcion (15 %) mediante el agregado de las hojas en el mate
(Mariot y Barbieri, 2007).
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2.1.5 Actividad biolégica de Maytenus ilicifolia

Numerosos estudios se han realizado referentes a la fitoquimica de

plantas del género de Maytenus y de sus actividades bioldgicas relacionadas.

Se identifico por TLC la presencia de cinco [3-carotenos en extractos de
acetato de etilo obtenido de las hojas y corteza de la raiz de Maytenus
aquifolium que exhibian caracteristicas antioxidantes. Estos fueron
investigados por sus caracteristicas redox, y capacidades en el barrido de
radicales en la reduccion del 2,2-diphenyl-pycryl hydrazyl (DPPH) (Corsino y
Col., 2003).

Teixeira Games, (2010) evalué mediante cinéticas de decoloracion del
radical DPPH, expresados como CEsp (concentracion de eliminacion del 50 %
de radicales libres) la actividad antioxidante de infusiones de drogas vegetales
de M. ilicifolia comercializadas en Brasil. Encontré6 una enorme variabilidad y
los valores mas bajos (cinco muestras) presentaron muy buena actividad
antioxidante, comparada por ejemplo con prépolis verde (11,33 ug/ml).
Demostro una correlacion en la curva descendente en relacion a la CEsg y el

porcentaje de taninos totales.

La actividad antioxidante, expresada como Clsp (concentracién capaz de
inhibir el 50 % del DPPH), fue mayor en muestras secadas a 40°C (4,02 ug/mi
de espinheira santa) en relaciéon a otras muestras analizadas (7,07 ug/ml a
80°C), pero menores que los patrones de rutina. Fue valorada también la
actividad antioxidante, con el método fosfomolibdénico por espectrofotometria a
una A = 695 nm, los resultados fueron expresados en relacion al acido
ascorbico (100 % de actividad), hubo una disminucién con el aumento de la

temperatura de secado (Negriy Col., 2009).

Los polifenoles y flavonoides (extracto etandlico) de la corteza de la raiz
de Maytenus ilicifolia han demostrado accion potencial como depurador de

radicales, basado en el blanqueo del radical monocation 2,2'-azinobis (3-
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ethylbenzothiazoline 6-sulfonic acid) y por la capacidad de eliminar del acido
hipocloroso (HOCI) (Vellosa y Col., 2006).

La presencia de metabolitos fendlicos, tales como los flavonoides
(Baggio y Col., 2007), taninos (Franga y Col., 1997; Martins y Col., 2003; Jorge
y Col., 2004; Mossi y Col., 2009) y triterpenos (Pereira y Col., 1992; Franga y
Col., 1997; Cordeiro y Col., 1999; Queiroga y Col., 2000; Mossi y Col., 2009;
Jorge y Col., 2004) podrian explicar el uso de algunas especies de Maytenus

como droga antiulcerogénica.

Carlini y Frochtengerten en 1988 demostraron mediante estudios
realizados con "abafado" (hojas secas) y extractos liofilizados de M. ilicifolia
que, cuanto mayor es el tiempo de tratamiento mayor es su gastroproteccion.
Sin embargo, detectaron que pueden haber alteraciones en el pH (Santos-
Oliveira y Col., 2009). Esta observacién pudo ser confirmada en experiencias
realizados sobre la secrecion acida de la mucosa gastrica aislada de rana,
donde se pudo comprobar que los extractos acuosos liofilizados de las hojas,
como también la Cimetidina, poseen un efecto inhibitorio sobre los mediadores
de histamina H; con accion en la superficie serosal de la mucosa gastrica
(Ferreira 'y Col., 2004).

Los mecanismos implicados en esta actividad fueron evaluadas también
a partir de extractos acuosos, fraccion rica en flavonoides. La accion
gastroprotectora se asocié a la inhibicion de la secrecion de acido gastrico,
posiblemente asociada a la inhibicion de la ATPasa H'K* y modificacion en la

formacion de oxido nitrico (Baggio y Col., 2007).

Los efectos antiulcerogénicos de extractos de M. aquifolia han sido
confirmados por analisis biologicos. Se identificaron por espectrometria y
cromatografia de gases compuestos fendlicos y triterpénicos (friedelina en
células cultivadas en medios semisdlidos con produccion de callos y friedelan-
3-ol en cultivos de células en suspensién). En medios semisdlidos se
observaron rendimientos mas altos de compuestos fendlicos (Franca y Col.,
1997).
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Fue descripta la identificacion de algunos constituyentes minoritarios de
Espinheira santa (M. ilicifolia y M. aquifolium) por HRGC-MS, principalmente
triterpenoides y esteroides, varios de los cuales fueron reportados por primera
vez en ambas especies de Maytenus (Cordeiro y Col., 1999). Queiroga y Col.,
(2000) evaluaron los efectos de los triterpenos en modelos de ulcera inducida
por Indometacina en ratas y determinaron que no son los unicos activos

responsables de la accidén antiulcerogénica.

Extractos acuosos de M. ilicifolia exhibieron actividad antiulcerogénica
que ha sido confirmada luego de la administracién oral e intraperitoneal en
ratas, contra las lesiones de ulcera inducidas por Indometacina y por estrés de
restriccion en frio. Los extractos demostraron un aumento en volumen y pH del
jugo gastrico, con efectos sobre el pH comparable a los de la Cimetidina
(Souza-Formigori y Oliveira, 1991). Estudios realizados, utilizando extractos
hidroalcohdlicos secos obtenidos por "Jet Spouted Bed Dryer", presentaron
resultados similares luego de la administracién intraperitoneal en ratas Wistar,
con un modelo de induccion de stress por restriccion en frio (Tabach y Oliveira,
2003).

El extracto acuoso seco obtenido por "spray-dried" a partir de las hojas
de M. licifolia no presentd actividad antiulcerogénica significativa en la
administracion oral en ratones machos Wistar. Sin embargo, el extracto acuoso
liofilizado (control) redujo un 77 % la lesion en ulcera gastrica inducida por
Indometacina. La menor actividad fue asociada a la disminucién del contenido
en taninos (Martins y Col., 2003).

Se evalud la eficacia de extractos hexanicos (triterpenos) y de acetato de
etilo (polifenoles: taninos condensados y flavonoides) como antiinflamatorio,
anticonceptivo y en lesiones gastricas, como protector y cicatrizante. El extracto
hexanico presentd mejor actividad que el de acetato de etilo, ambos fueron
activos por via oral a dosis de 320 mg/Kg en ratones; se registré6 un aumento

del volumen y pH del jugo gastrico (Jorge y Col., 2004).
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Los primeros estudios en relacién a la actividad antineoplasica fueron
desarrollados por Santana y Col. en 1971 y fueron aislados compuestos

triterpénicos con actividad citotéxica in vitro (Santos-Oliveira y Col., 2009).

Gonzalez y Col. en el afio 2001 encontraron un efecto analgésico en la
prueba de compresion de cola de ratones. Demostraron que la Friedelina y
otros triterpenoides del género Maytenus inhiben la enzima aldosa reductasa,
esta actividad fue débil en compuestos aislados, pero consistente en la fraccion

de los triterpenos (Santos-Oliveira y Col., 2009).

La administracion oral de extractos hidroalcohdlicos liofilizados de hojas
de M. ilicifolia caus6 un efecto abortivo en ratones a dosis de 1.000 mg/Kg/dia
con reduccion de la tasa de pre-implantacion de embriones, pero no tuvo efecto
sobre la implantacién o la organogénesis. Sugieren una interferencia con la
pared uterina dificultando la adherencia del embrion (Montanari y Bevilacqua,
2002).

Las hojas de M. ilicifolia son capaces de relajar el endotelio intacto de
anillos adrticos de rata, evento que parece implicar la produccion de o6xido
nitrico, la activacién de la guanilato ciclasa y la apertura del canal de potasio
(Rattmann y Col., 2006).

2.1.6 Estudios toxicoldgicos

Se comprobd6 que luego de la administracion cronica (tres meses) de un
extracto acuoso de partes iguales de M. aquifolium y M. ilicifolia en ratas y
ratones, el comportamiento de los animales no cambié y siguieron ganando
peso al igual que los controles. Varios parametros bioquimicos, hematoldgicos
como asi también el examen patoldégico, no mostraron ninguna alteracion
significativa. Los efectos sobre la fertilidad de ratas femeninas y masculinas y
sobre el embarazo, como asi también efectos teratogénicos no revelaron

diferencias significativas (Oliveira y Col., 1991).
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Ademas, no fueron encontradas alteraciones morfologicas del sistema
reproductivo, ni efectos embriotoxicos después de la administracion oral de un
extracto hidroalcohdlico liofilizado de hojas de M. ilicifolia (Montanari vy
Bevilacqua, 2002).

2.2 Actividad acuosa

Desde hace mucho tiempo se sabe que existe una relacion entre el
contenido de agua de un alimento y su vida util. No obstante, se ha observado
que diferentes alimentos con el mismo contenido de agua difieren

significativamente en su estabilidad (Cheftel y Cheftel, 1988).

Existen dos términos relacionados con la humedad contenida en los
materiales y productos alimenticios, con significados totalmente diferentes. Uno
de ellos se denomina "humedad" o "contenido de agua" y es el porcentaje en
peso del agua en el producto. El segundo término corresponde a la seguridad
microbiolégica del producto, y se la conoce como "humedad relativa de
equilibrio" (%ERH) de un material o "actividad de agua" (a,) en alimentos

(Lopez, s.f.).

La actividad del agua no es un indice predictivo totalmente exacto, pero
se correlaciona suficientemente bien con las velocidades de crecimiento
microbiano y muchas reacciones degradativas. El sistema mas facil para tener
una medida de la mayor o menor disponibilidad del agua en los diversos
alimentos es con la actividad del agua, definida por el descenso de la presién
parcial de vapor de agua. Este término se implanté para tener en cuenta la
intensidad con que el agua se asocia a los diferentes componentes no acuosos
(Fennema, 2000).

En alimentos frescos con alto contenido de humedad, el agua tiene
propiedades solventes, incluyendo la habilidad de disolver sdlidos y permitir
difundir y/o participar directamente en una reaccion. A través de estas

propiedades, el agua ejerce una fuerte influencia sobre las velocidades de
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deterioro quimico en alimentos, especialmente oxidacion de lipidos vy
pardeamiento no enzimatico. En alimentos con un nivel intermedio de
humedad, la oxidacion de lipidos y el pardeamiento pueden ocurrir
simultdneamente, como indicaron los modelos simples estudiados por Labuza y
Col., (1970).

El agua contenida en un alimento ejerce una presion de vapor que es
inferior a la ejercida por el agua pura, a la misma temperatura del alimento. La
disminucién de esta presion por el alimento se debe a varias causas: 1) la
interaccion de las moléculas del agua con los grupos polares de los polimeros
alimenticios, principalmente proteinas y carbohidratos; 2) la disolucion de los
solutos macromoleculares (sales, azucares, etc.) en el agua; y 3) la presencia
del agua dentro de los poros capilares del alimento. Los puntos 1) y 2) se
explican recordando que la disolucion de cualquier sustancia en el agua
disminuye su presion de vapor, de acuerdo con las leyes de Raoult y Henry;
cabe recordar que la interaccidn de los grupos polares de los polimeros
alimenticios equivale a la disolucion de estos grupos en el agua. En lo referente
al punto 3), se ha establecido que el agua contenida dentro de un poro capilar
ejerce, por la curvatura convexa de la superficie, una presion de vapor menor
que la del agua en superficie plana, y la disminucion de la presion aumenta al

disminuir el radio de la curvatura del poro capilar (del Valle Canseco, 1985).

Debido a que el parametro medido es el descenso de la presion de
vapor (p/p,) Y no siempre es igual a la actividad del agua (a,), €s mas exacto
usar la relacién p/p,. A este cociente se lo denomina presion de vapor relativa
(RPV) y esta relacionado con el porcentaje de humedad relativa de equilibrio

del ambiente (%ERH), véase “Ecuacion 2.1".

a,, ~ p/p, = YERH/100 (2.1)

La presion de vapor relativa es una propiedad intrinseca de la muestra;
mientras que el porcentaje de humedad relativa de equilibrio es una propiedad

de la atmadsfera en equilibrio con la muestra. Esta igualdad solo se cumple si se
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establece un equilibrio entre el producto y su entorno, es un proceso muy lento
incluso con muestras muy pequefias (menores de 1 g y es casi imposible
alcanzarlo con muestras grandes, especialmente a temperaturas inferiores a
50°C). Si se desea ajustar una pequefia muestra a una presion de vapor
relativa especifica, se coloca la muestra en una camara cerrada (hermética), a
una temperatura constante, manteniendo también constante la humedad
relativa de la atmdsfera mediante soluciones salinas saturadas apropiadas y
dejandolas en estas condiciones hasta peso constante de la muestra

(Fennema, op. cit.).

El crecimiento de microorganismos esta en relacion con la actividad del
agua, debido particularmente a la influencia de la presion osmaética sobre los
cambios entre membranas. Su crecimiento solo se observa con actividades de
agua relativamente elevadas y hay un valor 6ptimo para su crecimiento, siendo
este entre 0,92 y 0,99. Por debajo de este éptimo el crecimiento se retarda,
paraliza o inhibe, esto explica parcialmente, la relativa estabilidad frente a los
microorganismos de los alimentos secos y adicionados de sal o azucar. Existe
un valor por debajo del cual el organismo ya no crece, véase "Tabla 2.1", Estos
valores limitantes son universales, es decir no dependen del tipo de alimento
(Cheftel y Cheftel, 1988).
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Tabla 2.1: Actividades de agua requeridas para sustentar el crecimiento de
Microorganismos Representativos, medidas a 25°C.

Hongos Filamentosos v Leva-

Bacteria Actividad de Agua (ay) duras Actividad de Agua (ay)
Pseudomonas aeruginosa 0,97 Rhyzopus nigricans 0,93
Bacillus cereus 0,95 Mucor plumbeus 0,92
Clostridium botulinum, 0,95 Rhodotorula mucilaginosa 0,92

Tipo A
Escherichia coli 0,95 Saccharomyces cerevisiae 0,90
Clostridium perfringens 0,95 Paecilomyces variotti 0,84
Lactobacillus viridescens 0,95 Penicillium chrysogenum 0,83
Salmonella spp. 0,95 Aspergillus fumigatus 0,82
Enterobacter aerogenes 0,94 Penicillium glabrum 0,81
Bacillus subtilis 0,90 Aspergillus flavus 0,78
Micrococcus lysodekticus 0,93 Aspergillus niger 0,77
Staphylococcus aureus 0,86 Zygosachharomyces rouxii 0,62
(levadura osmofilica)
Halobacterium halobium 0,75 Xeromyces bisporus 0,61

(bacteria halofilica) (hongo xerofilico)

Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos de América USP 30 NF 25, (2007).

La "Tabla 2.1" indica que un valor de a, = 0,61 representa la minima
actividad de agua necesaria para el crecimiento de todo tipo de
microorganismos. Asi, si se desea conservar un alimento por deshidratacion
sera necesario eliminar el agua hasta el punto en que su actividad sea menor

de 0,6 (del Valle Canseco, op. cit.).

La importancia de la actividad acuosa de los productos alimenticios durante
el tratamiento y/o almacenamiento queda demostrada por las curvas de la
"Figura 2.2".
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Figura 2.2: Velocidad de alteracion de los alimentos en funcién de la actividad
de agua, segun Labuza, (1975). Fuente: Cheftel y Cheftel, (1988).
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Para poder predecir el punto final de secado, en términos de contenido
de humedad de equilibrio, se debe recurrir a la utilizacion de las isotermas de

adsorcion de humedad.

2.3 Isotermas de adsorcion

El contenido de humedad de un producto cuando esta en equilibrio con
la atmésfera que lo rodea, es conocido como "contenido de humedad de
equilibrio" o "equilibrio higroscépico". Este es util para determinar si un producto
ganara o perdera humedad bajo un sistema dado de condiciones de

temperatura y humedad relativa (Ghodake y Col., 2007).

La relacion entre el contenido de humedad de equilibrio y la actividad del
agua para un alimento sobre un rango de valores a temperatura constante,
producen las isotermas de sorcion de humedad del material cuando son

representadas graficamente (Rao & Rizvi, 1995).

Las isotermas de adsorcién aportan informacion sumamente valiosa
para predecir cambios potenciales en la estabilidad biolégica del material,
permitiendo determinar la maxima humedad que el mismo puede ganar o
perder durante el secado o almacenamiento (Cordeiro y Oliveira, 2004;
Cordeiro y Col. 2006).

Las isotermas de adsorcién posibilitan también prever el comportamiento
de un alimento después de su tratamiento o almacenamiento, en condiciones
distintas a las que se estudidé experimentalmente. Este aspecto presenta un
evidente interés practico, principalmente en lo referente al almacenamiento
(Cheftel, op. cit.).

Las isotermas de adsorcion de la mayoria de los alimentos son no

lineales, generalmente en forma sigmoidea y han sido clasificadas como
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isotermas Tipo Il, segun Brunauer y Col., (1940), véase "Figura 2.3" (Rao &
Rizvi, 2005).

()

f 0 1 (V)
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0 PP 1.0 0 B/P. 1.0

Figura 2.3: Tipos de isotermas de adsorcion de Van der Walls, segun
Brunauer y Col., (1940). Fuente: Rao & Rizvi, (2005).

El método tradicional para medir las propiedades de sorcion es el
método estatico. Aunque éste método requiere largos periodos de tiempo hasta
que el equilibrio higroscépico sea alcanzado, tiene la ventaja de mantener
facilmente constantes las condiciones de trabajo (Cordeiro y Oliveira, 2004;
Cordeiro y Col. 2006) y presenta un dominio mas estricto de la variaciéon del

contenido de agua (Belghit y Col., 2000).

El método de sales saturadas pudo ser usado satisfactoriamente para la
determinacién experimental del contenido de humedad de equilibrio de plantas
aromaticas y medicinales (Kouhila y Col., 2001; Ethmane Kane y Col., 2008;
Cordeiro y Oliveira, 2004; Cordeiro y Col., 2006) con suficiente exactitud para

propaositos practicos.

El agua en la region inicial de la capa monomolecular esta ligada por
enlaces hidrofilicos fuertes en sitios polares en alimentos, es la cantidad de
agua necesaria para formar una capa monomolecular continua. Una alta
absorcion en esta region refleja generalmente altos niveles de macromoléculas
hidrofilicas. En la segunda region, el agua esta ligada por enlaces de hidrogeno

y se encuentra libremente dentro de los poros o de la estructura de la matriz de
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la fibra. Esta region de multiples capas se puede considerar una fase de
transicion entre las regiones iniciales y finales de la isoterma. El agua esta
menos firmemente ligada, cuando el nivel de actividad de agua sobrepasa 0,5,
el agua condensada se encierra mecanicamente dentro de los espacios vacios
del alimento y tiene muchas de las caracteristicas del agua liquida, véase

“Figura 2.4” (Fennema, op. cit.).
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Figura 2.4: Isoterma de sorcion de humedad generalizada del segmento de baja
humedad de un alimento (20°C). Fuente: Fennema, (2000).

2.3.1 Ecuaciones matematicas para ajustar los datos de

sorcion

Numerosas ecuaciones empiricas, semi-empiricas o tedricas se han
aplicado para correlacionar los datos de isotermas de sorcion en hojas de
productos agricolas, incluyendo plantas aromaticas y medicinales (Arslan y
Togrul, 2006; Belghit y Col., 2000; Park y Col., 2002; Cordeiro y Oliveira, 2004,
Cordeiro y Col., 2006; Zanoelo, 2005; Jamali y Col., 2006; Ghodake y Col.,
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2007; Soysal & Oztekin, 1999; Soysal & Oztekin, 2001; Ethmane Kane y Col,
2008).

La utilidad de obtener estas ecuaciones son multiples: a) las variaciones
continuas de temperatura y humedad del aire en contacto con los productos
almacenados originan cambios en el contenido de humedad de equilibrio. En
investigaciones relativas al almacenamiento, frecuentemente es preciso
calcular dicho tenor de humedad por medio de estas ecuaciones; y b) en los
calculos de secado, independientemente del sistema de secado que se ocupe,
los valores de contenido de humedad de equilibrio se calculan incontables
veces (FAO, 1991).

Cada uno de los modelos propuestos en la literatura ha conseguido
reproducir los datos de contenido de humedad de equilibrio para un dado tipo
de alimentos y en un rango de actividad de agua (Chirife & Iglesias, 1978; Park
y Col., 2002).

Sin embargo, las isotermas calculadas con los datos experimentales
usando una ecuacion para un modelo de sorcidn en particular, no proporciona
una prueba exacta, frecuentemente se observa que una curva es descripta por
muchas ecuaciones diferentes (Chirife & Iglesias, 1978). Chen & Morrey en
1989 fundamentaron que no se encontré una ecuacion universal que ajuste a

todas las isotermas (Chen, 2000).

Solo algunos modelos consideran a la temperatura como un parametro.
Ademas, se han propuesto modificaciones a diversas ecuaciones y en este

caso la gama de validez aumenta sustancialmente (FAO, 1991).

En los ultimos afos la ecuacion de Guggenheim-Anderson-de Boer
(GAB) se ha utilizado extensamente para describir el comportamiento de
sorcion de alimentos. La ecuacion de GAB de tres parametros, derivada de
forma independiente de las ecuaciones de Guggenheim (1966), Anderson
(1946) y de Boer (1953), es el modelo de sorcion mas versatil disponible en la

literatura. Las mayores ventajas del modelo de GAB son que: 1) tiene bases
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tedricas, 2) describe el comportamiento de sorcion de casi todos los alimentos
desde cero a 0,9 de a,, 3) es una simple formula matematica con so6lo tres
parametros que la hace muy favorable para célculos de ingenieria, 4) los
parametros tienen un significado fisico en términos de procesos de sorcion, y 5)
es capaz de describir algunos efectos de la temperatura sobre las isotermas
por medio de una ecuacién tipo Arrhenius. Ademas, la ecuacion se puede
reorganizar y transformarse en una ecuacion polinomial de secundo orden (Rao
& Rizvi, 1995).

Para muchos productos agricolas la ecuacién de GAB no exhibe una
relacion tipo Arrhenius con la temperatura. La incorporacion del término
temperatura incrementa el numero de parametros, haciéndola menos aplicable
(Chen & Jayas, 1998).

El modelo de GAB es una version refinada del modelo de Brunauer,
Emmett & Teller (BET), que comparte dos constantes originales y se deriva por
la introduccion de una tercer constante, K. Sin embargo, el uso de los dos
modelos con datos experimentales ha mostrado valores diferentes para las
constantes X, y C; donde X,,geT) < Xmcas) Y Cser > Ccas, estas diferencias han
sido atribuidas a la naturaleza matematica de las dos ecuaciones y no a una
naturaleza fisico-quimica de los sistemas de sorcion al cual son aplicados (Rao
& Rizvi, 2005).

Iglesias & Chirife en 1976 reportaron que la ecuacién de Halsey pudo ser
usada para describir 220 isotermas experimentales de sorcion de 69 alimentos
diferentes, en un rango aproximado de 0,1 < a,, < 0,8 (Chirife & Iglesias, 1978;
Rao & Rizvi, 2005).

La ecuacion de Oswin modificada podria predecir bien el efecto de la
temperatura sobre las isotermas de sorcion de algunos materiales biologicos.
Aparentemente, no es exacta para todo el rango de humedad relativa (0,01-
0,99) y no pudo demostrarse que ajuste a todos los materiales biolégicos. Sin
embargo, es una ecuacioén simple con tres parametros que se usa a menudo
(Chen, 1990).
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Las ecuaciones de Halsey y Oswin modificada tienen la habilidad de
describir exactamente la relacion entre contenido de humedad de equilibrio y la
humedad relativa de equilibrio en algunas plantas medicinales y aromaticas, en
un amplio rango de humedad relativa y temperatura. La ecuacién de Oswin
modificada y la ecuacion de Halsey producen los resultados mas fiables para

las temperaturas 5°C-45°C y 60°C respectivamente (Soysal & Oztekin, 1999).

Chen & Morrey, (1989) reportaron que la ecuacion de Henderson
modificada y la de Chung-Pfost son modelos satisfactorios para la mayoria de

los granos almidonados y materiales fibrosos (Chen, 2000).

El modelo de Chung-Pfost fue el que mejor ajusté a los datos
experimentales para las isotermas de adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia
de plantas cultivadas en Brasil, y el modelo de Henderson-Thompson para
isotermas de desorcion. Asi, estos modelos pueden ser usados para la
estimacion del contenido de humedad de equilibrio de hojas de M. ilicifolia
(Cordeiro y Oliveira, 2004; Cordeiro y Col., 20006).

El contenido de humedad de la monocapa (X,) es critico, de interés
practico y tiene una importancia significativa en la estabilidad fisica y quimica
de materiales deshidratados con respecto a la oxidacion de lipidos, actividad
enzimatica, pardeamiento no enzimatico, preservacion de componentes del
flavor y caracteristicas estructurales (Labuza y Col., 1970); coincide con la
maxima estabilidad fisica y quimica en alimentos secos (Labuza y Col., 1999

citado por Arslan y Togrul, 2006).

Las ecuaciones de BET y GAB proveen el contenido de agua de la
monocapa, ambas se pueden considerar por ser los mas utiles para determinar
las condiciones de humedad o6ptimas para una buena estabilidad durante el
almacenamiento, especialmente en alimentos deshidratados. La ecuacion de
BET es probablemente la mas popular en alimentos, usada generalmente solo
para actividades de agua de 0,05 a 0,45 (Chirife & Iglesias, 1978).
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La ecuacion de BET modificada (lineal) describe la correlaciéon del
contenido de humedad de monocapa con la temperatura, y fue aplicada para
un grupo de productos de diversos origenes y propiedades. Se ha establecido
que para la mayoria de los materiales existe una alta correlacion lineal entre
estos dos valores que fue descrita con suficiente precision (Menkov y Col.,
1999).

El modelo lineal de BET fue adecuado para describir las isotermas de
sorcion en hojas de Citrus aurantium (Ait Mohamed y Col., 2005), Citrus
reticulata (Jamali y Col., 2006®)) y Chenopodium ambrosioides (Jamali y Col.,
2006®) para actividades de agua en un rango menor a 0,5. Para actividades de
agua hasta 0,4 fue adecuado en hojas de té (Arslan y Togrul, 2006) y frutos de
Opuntia ficus indica (Lahsasni y Col.,, 2004); mientras que en semillas de

lenteja (Mencov, 2000), a humedades relativas decimales menores a 0,45.

2.3.2 Aplicaciones de las isotermas de sorcion

El contenido de humedad de equilibrio de hojas de Maytenus ilicifolia de
plantas cultivadas en Brasil fue determinado a cuatro temperaturas (30°C,
40°C, 50°C y 60°C), en un rango de humedad relativa de 11 % a 85 %. El
modelo matematico que mejor ajustd a los datos experimentales de adsorcion,
por analisis estadistico, fue el modelo de Chung-Pfost (Cordeiro y Col., 2006).
Estos resultados fueron concordantes con estudios previos realizados sobre la

misma especie (Cordeiro y Oliveira, 2004).

Belghit y Col., (2000) obtuvieron las curvas de sorcién de plantas
aromaticas (hojas de verbena) para determinar la cinética de secado del
producto y las condiciones que permitan su almacenamiento. Establecieron el
modelo que mejor describié las isotermas determinadas a 40°C y mencionan
que podrian utilizar los resultados obtenidos a 40°C, con una precisiéon
satisfactoria, para el analisis de otras experiencias de secado a temperaturas

cercanas a 40°C.
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Arslan y Togrul, (2006) a partir de los datos obtenidos de contenido de
humedad de equilibrio del té (Camellia sinensis L.), expresados por los
modelos de isotermas de sorcibn que mejor ajustaron, calcularon el calor
isostérico de adsorcion y desorcion. Esos resultados fueron graficados, como
una funcion del contenido de humedad de equilibrio y fueron convenientes para
propdsitos computacionales relacionados al secado y almacenamiento del té.
Por otra parte, con el contenido de humedad de monocapa obtenido con la
ecuacion de BET modificada (lineal), determinaron entre otras propiedades
termodinamicas, el area de la superficie solida de las muestras y la actividad de
agua de monocapa (a,)., para X = X,. Esta ultima es importante ya que
determina las condiciones de almacenamiento del producto a un contenido de

agua de monocapa.

Las isotermas de sorcidn de plantas aromaticas y medicinales (Mentha
pulegium y Mentha rotundifolia) fueron determinadas experimentalmente. Las
isotermas de sorcion mostraron una forma sigmoidea, con buenos ajustes para
los modelos de GAB, Halsey modificado y Peleg. Los valores de calor
isostérico de sorcién fueron calculados a partir de los datos de equilibrio a
diferentes temperaturas, aplicando la ecuacién de Clausius-Clapeyron, este
calor da una medida de la fuerza vinculante solido-agua. Se determinaron

también otras propiedades termodinamicas (Ethmane Kane y Col., 2008).

Se determind el contenido de humedad de equilibrio correspondiente a
semillas de lenteja, usando el método gravimétrico estatico. Entre los
resultados se muestra una comparacion de los valores de contenidos de
humedad de monocapa obtenidos por la ecuacion de BET y la ecuacion de
BET modificada. A partir de la figura de dicha comparacién se puede observar
que la ecuacion lineal (BET modificada) proporciona una mejor descripcion de
los datos. La actividad de agua de monocapa (a,). fue determinada por el
modelo de BET modificado al poner X = X,, = A + B*t. A pesar del efecto de
histéresis de (a,)» Observado para absorcion y desorcion, las semillas
almacenadas a un valor de (a,). tienen un contenido de humedad igual al de

una monocapa sobre todo el intervalo estudiado (Menkov, 2000).
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Las isotermas de sorcion de tres plantas aromaticas (Mentha viridis,
Salvia officinalis y Lippia citriodora), fueron determinadas dentro del rango de
10-90 % de humedad relativa del aire, a tres temperaturas (25°C, 40°C y 50°C),
usando el método de soluciones de sales saturadas. Estas determinaciones
fueron necesarias para realizar con posterioridad, estudios de secado
convectivos usando una secadora solar que posee un sistema de
calentamiento complementario (Kouhila y Col., 2001). Con el mismo objetivo se
determinaron las cinéticas de secado en hojas de Citrus reticulata, el modelo
que mejor ajustd al representar los datos del contenido de humedad de
equilibrio de esta planta fue el modelo de GAB, mientras que el modelo de BET
modificado dio buenos ajustes para actividades de agua en un rango menor a
0,5 (Jamali y Col., 2006®™).

Las curvas de sorcion de humedad en hojas de Chenopodium
ambrosioides a tres temperaturas (30°C, 40°C y 50°C) fueron investigadas
experimentalmente. Estas temperaturas se seleccionaron porque son usadas a
menudo en el almacenamiento y en los procesos de secado de plantas
medicinales. El modelo de GAB y el de Halsey modificado fueron los mas
adecuados al estimar las isotermas de adsorcion. El modelo de BET lineal fue
el mejor para un rango de actividad de agua menor a 0,5. El calor neto
isostérico de sorcion del agua fue calculado a partir de los datos
experimentales, este disminuyd con el incremento del contenido de humedad y
representd una funcién polinomial para los datos de adsorcion (Jamali y Col.,
2006)@.

Se estudié el contenido de humedad de equilibrio de adsorcion y
desorcion de hojas de Cifrus aurantium a las temperaturas comunmente
utilizadas para el secado y almacenamiento (30°C, 40°C y 50°C). EI modelo de
GAB fue el que mejor describio las isotermas de adsorcion para este producto y
la ecuacion de BET modificada arrojé6 el mejor ajuste para adsorcion y
desorcién en el rango de a, de 0,1 a 0,5. Al aplicar el concepto de Clausius-
Clapeyron fueron evaluados el calor isostérico de adsorcion y desorciéon, como

una funcidn del contenido de humedad. Estas relaciones matematicas se
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pueden utilizar para calcular el calor de sorcion de las hojas a varios contenidos
de humedad (Ait Mohamed y Col., 2005).

Las isotermas de adsorcion para diferentes hortalizas y plantas
aromaticas: cebollita de verdeo (Alluin cepa L.), puerro (Alliun porrum L.) y
pimiento verde (Capsicum  annurum L.) fueron  determinadas
experimentalmente. Se obtuvieron los valores maximos de contenido de
humedad que deberian tener estos materiales para ser almacenados. Las
constantes calculadas para el modelo de GAB se compararon con las de otros
productos, encontrandose que no diferian apreciablemente. En particular, con
la constante X, se pudo conocer los valores de contenido de humedad para el
cual los productos almacenados tienen la maxima estabilidad (Garcia y Col.,
2007),

Asimismo, la seleccion de las condiciones O6ptimas para el
almacenamiento de cereales tiene una gran importancia econdmica. A partir de
las graficas de sorcion, obtenidas de dos variedades de maiz y trigo, se
observo que si se disminuye la temperatura a valores de actividad de agua
constantes, aumenta el contenido de humedad que esta en equilibrio. Esto
adquiere gran importancia en el almacenamiento de cereales, si se disminuyen
algunos grados la temperatura permite almacenar el grano con un porcentaje
mayor de humedad, implicando la necesidad de evaporar menor cantidad de

agua y menor dafno térmico al secar el grano (Arana e lturbe, s.f.).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Muestras analizadas

Se analizaron hojas de “cangorosa” (Maytenus ilicifolia Mart.)
provenientes del Cerro de Santa Ana, provistas por la Asociaciéon Civil Solidaria
"Santa Madre Paulina", cosechadas de arboles que crecen en forma silvestre

en esa region de la Provincia de Misiones, recolectadas en Junio del 2005.

Las mismas fueron sometidas al proceso de secado bajo las siguientes

condiciones:

Muestra 1: secado artificial, al aire libre en origen por 2 semanas

y luego secadas en estufa a 50°C por 24 horas.

Muestra control: secado natural, al aire libre y a la sombra por 72

horas, véase “Figura 3.17.

Figura 3.1: Muestra de Maytenus ilicifolia secada en condiciones naturales.

Luego del secado se seleccionaron manualmente las hojas y se

almacenaron en frascos de vidrio de color ambar.

La determinacion y evaluacién taxondmica de la especie Maytenus
ilicifolia Mart. procedente del Cerro de Santa Ana, se encuentra bajo el Registro
de coleccionista N° 1239 (30/06/04) en el Herbario de la Facultad de Ciencias

Exactas, Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de Misiones.
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Las muestras para laboratorio se obtuvieron a partir de un lote de 71 kg
de hojas y ramas de "cangorosa" distribuida en siete bolsas de
aproximadamente 10 Kg cada una, segun la metodologia propuesta por la
Farmacopea Argentina 7° ed., (2003) y las consideraciones de las normas
IRAM 37505, 1995 (Drogas vegetales. Muestreo. Obtencion de la muestra
compuesta) e IRAM 37506, 1994 (Drogas vegetales. Muestreo. Obtencion de la

muestra para ensayo).

3.2 Equipamientos

Balanza analitica (Ohaus®, modelo Pioner™), Evaporador Rotativo
escala laboratorio (Figmay®), Equipo de filtracion con bomba de vacio
(Dosivac® DVR95), Centrifuga (Gelec® G142), Destilador de agua (Dalvo®
eficiencia 10 litros por hora), Estufa de secado (Sanjor®, exactitud + 0,1 %),
Horno mufla de laboratorio con regulacién y control digital de temperatura,
Lampara UV 254-365 nm con Camara de visualizacién (ColeParmer®),
Camaras de desarrollo de vidrio para cromatografia planar, Camaras
herméticas de vidrio, Micropipeta automatica regulable (1-10 ul), Aspersor de
vidrio, Estufa de vacio (O.R.L.®), Juego de tamices, Molino a cuchillas escala

laboratorio, Manta calefactora con equipo refrigerante.

3.3 Insumos y reactivos

Cromatofolios de aluminio con Silica Gel 60 GF2s4 (Merck®), Papel de
filtro (Whatman® 40 y 41, libre de cenizas), Metanol grado cromatografico
(Merck®), Metanol para analisis (Biopack®), Cloroformo y Benceno grado
cromatografico (Douglas®, U.V.E.®), Etanol 96°, Agua destilada de uso
farmacéutico, sales de; LiCl, MgCl,, Mg(NOs),, NaBr, NaNOs, NaCl, KBr. ClsFe
y KOH, Acido Clorhidrico fumante 37 %, Acido Sulfurico concentrado 98 % (p =
1,98), Anisaldehido reactivo para laboratorio (Sigma®), Acetato de Etilo grado
analitico, gelatina soluble (Anhedra®), Capsulas de porcelana, guantes de

amianto, Pesa filtros de aluminio y material volumétrico de vidrio.
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Se evalud la influencia de la temperatura de secado (secado artificial a
50°C y secado en condiciones naturales, temperatura media de 25°C) con los
siguientes parametros: porcentaje de pérdida por secado, contenido de cenizas

totales y de extractos solubles, véase “Tabla 3.1¢.

Tabla 3.1: Disefio de las experiencias para
determinar pérdida por secado, cenizas totales y
extracto acuoso en hojas de M. ilicifolia.

Condicion y temperatura de

secado
Ensayos Artificial Natural
(50°C) (Tm: 25°C)
Pérdida por Mi 14 My 14
secado Mi.12 Mz.1.2
M1.1.3 M2.1.3
Cenizas Mi2.1 M2 1
totales Mi22 Mz
M1.2.3 Iv|2.2.3
Extracto Mi 34 M2 .1
acuoso Mi3.2 Mz
M1.3.3 M2.3.3

3.4 Pérdida por secado

Se ensayo siguiendo el procedimiento de Pérdida por secado codificado
en el capitulo <630> Métodos de Farrmacognosia de la Farmacopea Argentina 7°
ed., (2003).

El valor maximo permitido segun las especificaciones de la Farmacopeia
Brasileira 4° ed., (2002) para Espinheira santa es del 6 %; mientras que en la 5°

ed., (2010) de la misma farmacopea este maximo es del 8 % p/p en base seca.
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3.5 Cenizas

Los ensayos de cenizas se realizaron a hojas sanas y sin tallos de
Maytenus ilicifolia. Los mismos se efectuaron siguiendo los lineamientos de

la Farmacopea Argentina 7 ° ed., (2003).

El valor maximo permitido en la monografia de la Farmacopeia
Brasileira 4° ed., (2002) para cenizas totales es del 8 %. Cabe mencionar
que no se indica limites para el ensayo de cenizas insolubles en acido en

esta edicion.

Con el ensayo de cenizas totales se determina la cantidad total del
material después de la ignicion. Esto incluye las "cenizas fisioldgicas", que
se derivan del tejido vegetal en si mismo, y las cenizas "no fisioldgicas", que
son el residuo de la materia extrana (por ejemplo: arena y tierra) que se
adhieren a la superficie de la planta. Mientras que, las cenizas insolubles en
acido determinan la cantidad de silice presente, especialmente como arena y
tierra silicea (WHO, 1998).

3.6 Extractos acuosos

El ensayo se realizdé segun la metodologia de la Farmacopea Argentina

7° ed., (2003) Extracto Acuoso, Método | (método de extraccion en caliente)

cuyo procedimiento se halla descrito en el capitulo <630> Meétodos de

Farmacognosia.

La monografia de Espinheira santa de la Farmacopeia Brasileira no

indica limites para este ensayo que puedan ser tomados como referencia.

Este método determina la cantidad de componentes activos extraidos

con el solvente, a partir de una cantidad dada del material de la planta
medicinal (WHO, 1998).
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3.7 Cromatografia en capafina—TLC

Con el fin de caracterizar las muestras de "cangorosa" y obtener un
sistema cromatografico adecuado para fines comparativos, se realizaron
estudios cualitativos por cromatografia planar a extractos de acetato de etilo

(fraccion que contiene terpenos) de hojas de cangorosa.

3.7.1 Extraccion de terpenos

La marcha para la extraccion de terpenos se realizé siguiendo los

lineamientos del trabajo de Cordeiro, Vilegas y Langas, (1999).

Procedimiento: Pesar 3 g de droga seca, extraer con acetato de etilo
durante 15 minutos a 40°C (tres extracciones de 30 mL cada una). Luego de
filtrar, extraer los compuestos acidos con solucién acuosa de KOH 5 % (tres
extracciones de 10 mL). Posteriormente, extraer los compuestos basicos con
solucién acuosa de HCI 5 % (tres extracciones de 10 mL). Lavar la fraccién
organica que contiene los compuestos neutros con 30 mL de agua y concentrar
en evaporador rotativo a 30 mL, centrifugar 10 min a 6000 rpm para remover
las particulas en suspensién. Evaporar el solvente a sequedad ("Figura 3.2"), el

residuo contiene los terpenos.

Figura 3.2: Estufa de secado al vacio. Laboratorio del Dpto. de Farmacia - FCEQyN.
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3.7.2 Sistema cromatografico

Se evaluaron dos sistemas de solventes (Cloroformo-Benceno y

Metanol-Benceno) por cromatografia en capa delgada, cuyos parametros se

detallan a continuacion:

Fase Estacionaria: cromatofolios de Silica Gel 60 GF2s4 (Merck®)

Disolvente de las muestras: Metanol

Fase Movil:

v Cloroformo-Benceno (1:1)

v" Metanol-Benceno (1:9)

Desarrollo de la Fase Moévil: 15 cm

Tiempo aproximado: 1 hora

Secuencia de visualizacion del perfil cromatografico en las placas:

v
v

Luz blanca a simple vista

Luz ultravioleta a 254 nm en camara de visualizacion ("Figura
3.3")

Luz ultravioleta a 365 nm en camara de visualizacion

Placas rociadas con anisaldehido/acido sulfurico bajo luz
blanca

Placas rociadas con anisaldehido / acido sulfurico bajo luz
ultravioleta a 254 nm en camara de visualizacion

Placas rociadas con anisaldehido/acido sulfurico bajo luz
ultravioleta a 365 nm en camara de visualizacion (Debiasi
Alberton y Col., 2002)
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Figura 3.3: Lampara UV 254-365 nm con camara de visualizacion. Laboratorio del
Dpto. de Farmacia - FCEQyN.

3.8 Deteccion de taninos

La deteccibn de taninos se realizd siguiendo el procedimiento
establecido en la norma IRAM 37518, 1998 (Drogas Vegetales. Deteccion de

taninos en plantas vegetales).

Procedimiento: a partir del material vegetal triturado (Muestra 1 y
Muestra control), tratadas separadamente, se realizé una extraccion con una
mezcla de metanol-agua (25:75) por 48 horas con agitacion ocasional. Luego
de la extraccion, se filtré y se evaporé el solvente a presién reducida utilizando
un evaporador rotativo escala laboratorio, a una temperatura entre 40°C —

45°C, se disolvio el residuo con agua y se filtr6 nuevamente.

La deteccion de los compuestos (taninos condensados) se realizd

mediante reacciones coloreadas y de precipitacién con solucion de gelatina,

Procedimiento: a 1 mL de la solucién obtenida se le adicioné dos gotas
de solucién acuosa de cloruro férrico, y a otra alicuota del mismo volumen se le

adiciond 1 mL de solucion de gelatina.

Los taninos, por poseer grupos fendlicos, reaccionan y originan
compuestos de color verde, azul o negro con solucion de tricloruro férrico.

Ademas, debido a su poder astringente, precipitan a la gelatina en solucién, por
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lo que la aparicion de turbidez o de precipitado blanco seran considerados

también como reaccion positiva.

3.9 Isotermas de adsorcidn

Para el estudio de las Isotermas de adsorcion se utilizaron las hojas
correspondientes a la Muestra 1, trituradas y tamizadas, utilizando tamiz 30
(IRAM 1501,1976). El contenido promedio de humedad inicial de las hojas

secas determinado por pérdida por secado fue de 7,1 % p/p (n = 3).

3.9.1 Método experimental

El método utilizado para determinar las Isotermas de adsorcion de las
hojas de M. ilicifolia fue el método gravimétrico estatico. Se colocaron muestras
por triplicado, en recipientes herméticos que contenian soluciones salinas
saturadas, se mantuvieron a temperatura constante para mantener una
atmésfera de actividad de agua conocida durante 15 dias. Las soluciones
salinas utilizadas fueron: LiCl, MgCl,, Mg(NO3),, NaBr, NaNO3;, NaCl y KBr en
un rango de a,, comprendido entre 0,110-0,803 en orden creciente (Greenspan,
1976). Los procesos de adsorcion fueron repetidos para temperaturas de 30°C,
40°C, 50°C y 60°C + 2°C.

Se determind el contenido de humedad de equilibrio por pérdida de
masa segun la norma IRAM 20503, (1995). EI mismo fue calculado como
incrementos de masa, expresado en porcentaje sobre base seca. Los datos de
contenido de humedad de equilibrio de los pares de temperatura y humedad

relativa fueron analizados estadisticamente con las pruebas de Dixon.
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3.9.2 Ajustes de los datos de adsorcién

La relacién entre los datos del contenido de humedad de equilibrio, la
humedad relativa y la temperatura para las hojas de Maytenus ilicifolia fueron
evaluadas con los modelos de: Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB), Chung—
Pfost, Halsey modificado, Oswin modificado, Henderson modificado y Halsey

cuyas expresiones matematicas se presentan en la "Tabla 3.2".

Tabla 3.2: Modelos matematicos aplicados a datos de isotermas de adsorcion en
hojas de Maytenus ilicifolia.

Modelo Expresion del modelo Referencias
Guggenheim- X CKa,,
,(O\C;\ggr)son-de Boer X (1-Ka,)(1-Ka,+CKa,) Van den Berg and

Bruin, (1981)
Chung-Pfost a, — __A _ R Pfost y Col., (1976)

Exp (=7 Exp (—B*X))
Oswin modificado a. — 1 Chen, (1990)
o (—-~—A+B*T)°+l
X
m

Halsey modificado i, =Exp(—Exp(A+B*T)* X~ lglesias & Chitife,

(1976)
Henderson 1—a,=Exp(—A* (T+C)*X®  Thompsony Col,,
modificado (1968)
Halsey i, =Exp(—A* X~ Iglesias & Chitife,

(1976)

X: contenido de humedad de equilibrio, a,,: actividad del agua, T: temperatura, R: constante
universal de los gases, X,,, K, A, B y C: coeficientes especificos de las ecuaciones.

Ademas de los modelos propuestos en la "Tabla 3.2", y con respecto al
modelo de GAB en particular, se realizaron ajustes matematicos aplicando
diferentes alternativas en el tratamiento de los datos experimentales, ellos

fueron:

1. Ecuacion de GAB (Van den Berg and Bruin, 1981): a partir
de los datos experimentales de contenido de humedad de

equilibrio, se estimaron los parametros X,,, C y K por analisis
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de regresiéon no lineal. Este modelo fue tomado como

referencia para evaluar los ajustes que se citan a continuacion.

Ecuacion de GAB - relacion con las entalpias de sorcion:
Conociendo las constantes C y K calculadas en el punto 1, se
las relacion6 con la temperatura, aplicando la "Ecuacion 3.1" y
la "Ecuacion 3.2". Se estimaron los parametros c,, k,, 4H. Yy

AH,, por analisis de regresion no lineal.

C=c, exp[{f_fn -H, ] -"RT] =c, exp{A.F—Ir) 'RT

K=k, exp[(H’,, - H, ] .-"RT] =k, exp(AI-_I,, )RT

(3.1)
(3.2)

Las constantes C y K se relacionan la temperatura del sistema, el calor

de sorcion y el calor de condensacién del agua; X, es el contenido de

humedad de monocapa; ¢, y k, son factores entropicos; H,, H, y H; son las

entalpias de sorcion molares de la monocapa, multicapa y masa liquida

respectivamente; T es la temperatura absoluta (°K) y R es la constante
universal de los gases (8,314 J mol" K™') (Rao & Rizvi, 2005).

Posteriormente, a partir de estos parametros se estimaron los valores de X,,

para cada temperatura utilizando la ecuacion de GAB.

3. Ecuacién de GAB - modelo polinomial de segundo orden:

se estimaron las constantes a, b y ¢ por regresion lineal para
cada temperatura, utilizando la ecuacién propuesta por Bizot,
(1983), véase "Ecuacion 3.3". A partir de estas constantes, y
segun las relaciones indicadas por las "Ecuaciones 3.4", se
calcularon los parametros C y k y los valores de contenido de

agua de monocapa, X,,..

a, 1
— =aa, + ba, + ¢
Xe (3.3)
! 1, 2 ) _
¢ l)‘ =X (l c/ “TXCk (34
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Las constantes C y k relacionan la temperatura del sistema con el calor de
sorcion y el calor de condensacion del agua; X,, es el contenido de humedad

de monocapa (Rao & Rizvi, 1995).

4. Ecuacion de GAB - parametro X, = monocapa-BET: se
calculo el contenido de humedad de monocapa-BET (X,,) para
cada temperatura estudiada, a partir de los datos
experimentales de contenido de humedad de equilibrio hasta
a,, de 0,56, aplicando el modelo de BET modificado propuesto
por Brunauer, Emmett & Teller, (1938) y Chirife & Iglesias,
(1976) (Ait Mohamed, 2005), véase "Ecuacion 3.5" vy

"Ecuacion 3.6".

% (A, +B,t)Cay
[l:l - III.L'}( l - ﬂl.l; T Cﬂl.l;}l (35)
X, = A, + Byt (3.6)

X es el contenido de humedad de equilibrio (% b.s.); X es el contenido
de humedad de la monocapa y t es la temperatura en °C; Ay, By y C son

coeficientes independientes de la temperatura.

Los valores de X, obtenidos se sustituyeron en la de la ecuacién de

GAB, y se estimaron las constantes Cy K por analisis de regresion no lineal.

Ademas, se determind la actividad de agua correspondiente a cada
contenido de humedad de monocapa (a.)., aplicando el modelo de BET
modificado luego de reemplazar X = X,, = Ay + Bit, véase "Ecuacion 3.7"
(Menkov, 2000).

C-1 (3.7)

Finalmente, se calculo el contenido de humedad que corresponde a una
actividad de agua de 0,6 para cada temperatura ensayada, utilizando el modelo

matematico que mejor ajusto a los datos experimentales. Para ello, se le asign6
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un valor de 0,6 a la actividad de agua (a,), y se reemplazaron las constantes de
la ecuacion con los valores estimados en este estudio, para determinar los

contenidos de humedad limites que eviten el desarrollo de microorganismos.

3.9.3 Tratamiento estadistico de los resultados de isotermas de

adsorcion

La estimaciéon de los parametros de cada modelo fue determinada por
analisis de regresion no lineal, aplicando el método de los minimos cuadrados

con el programa StatGraphics Plus, Version 5.1.

La determinacion de la calidad de los ajustes fue evaluada con el
coeficiente de determinacion (R?), el error medio relativo, expresado como
porcentaje (E%), la raiz cuadrada del error cuadratico medio (RMSE), la prueba
de Chi cuadrado y los gréaficos de residuales (Boquet y Col., 1979; Menkov,
2000; Cordeiro y Col. 2006; Cuervo-Andrade, 2011), véase "Ecuacion 3.8",

"Ecuacién 3.9" y "Ecuacion 3.10".

100 o [ Xei — X
E% =

(3.8)
] N ‘ 1/2
RMSE = {Z(Xm ~Xq)’
i (3.9)
= /'*i Z
XZ — Z( Xﬂ . \L )
K (3.10)

X, es el contenido de humedad experimental, X, es el contenido de
humedad calculado, N es el numero de observaciones y ds los grados de
libertad (numero de observaciones menos numero de constantes del modelo)
(Menkov, 2000).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Ensayo de pérdida por secado, cenizas totales y extractos

acuosos

Se evalud la influencia de la temperatura de secado de las hojas de M.
ilicifolia sobre el contenido de pérdida por secado ("Figura 4.1" y "Figura 4.2"),

cenizas totales y extracto acuoso, los resultados se muestran en la "Tabla 4.1".

Tabla 4.1. Porcentajes de peérdida por secado,
cenizas totales y extracto acuoso en hojas de M.
ilicifolia, secadas en condiciones naturales vy

artificiales.

Condicion y temperatura de

secado
Ensayos Artificial Natural
(50°C) (Tm: 25°C)

Pérdida por 713 7,94
secado 7,12 8,04
(% plp) 7,16 7,98
Cenizas 4,72 3,37
totales 4,55 3,55
(% plp) 4,48 3,85
Extracto 35,80 35,32
acuoso 34,01 34,92
(% p/p) 36,41 34,01

Tm: Temperatura media.

Se aplico el test de Dixon sobre los resultados obtenidos, 10S rcaculados
fueron menores que el de tabla (riapia 0,941, n = 3 y a = 0,05), no existen

datos outlier.
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Figura 4.1: Ensayo de pérdida por secado de hojas de M. ilicifolia (pesada de las
muestras). Laboratorio Dpto. de Farmacia - FCEQyN.

Figura 4.2: Ensayo de pérdida por secado de hojas de M. ilicifolia (secado de
muestras). Laboratorio Dpto. de Farmacia - FCEQyN.

En la obtencién de los extractos secos se observaron precipitados con

caracteristicas de textura gomosa, tal como se observa en la "Figura 4.3".

Figura 4.3: Extractos acuosos secos de hojas de Maytenus ilicifolia.
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Por otro lado, se aplico el test de Student a las medias muestrales de
porcentaje de pérdida por secado, contenido de cenizas totales y de extractos
acuosos correspondientes a la Muestra 1 y Muestra control para evaluar si

existen diferencias significativas, los resultados se muestran en la "Tabla 4.2".

Tabla 4.2: Parametros poblacionales del ensayo de pérdida por secado,
cenizas totales y extracto acuoso, y estadigrafo ¢ calculado (comparacion

de medias).
Condicion y temperatura de
secado
Ensayos Artificial Natural Estadigrafo ¢
(50°C) (Tm: 25°C)
Pérdida por  Media 7,14 7,99
secado DS 0,033 0,050 24,253
(% p/p) CV% 0,47 0,63
Cenizas Media 4 .58 3,59
totales DS 0,123 0,242 6,323
(% p/p) CV% 2,69 6,75
Extractos Media 35,41 34,75
acuosos DS 1,247 0,67 0,803
(% p/p) CV% 3,52 1,93
tav=2,776 (95% confianza) Tm: Temperatura media

Al analizar los resultados obtenidos para el estadigrafo ¢ se puede
observar que para el ensayo de extracto acuoso, las diferencias entre las
medias no son significativas, las muestras pertenecen a la misma poblacion. El
ensayo de extracto acuoso no se encuentra codificado en la monografia de la
FB 4° ed., (2002) para Maytenus; sin embargo éstos resultados podrian
considerarse para hallar una relaciéon entre la extraccién de solubles y las

condiciones de secado.

Para el ensayo de pérdida por secado, si bien las diferencias son
significativas, ambas muestras cumplen con los requerimientos farmacopéicos
de no contener mas del 8 % p/p en b.s. (FB 5° ed., 2010).

Respecto a la temperatura de secado del material vegetal, la
Organizacion Mundial de la Salud recomienda que las plantas medicinales
sean secadas a temperaturas inferiores a 60°C, evitando pérdida de material

volatil y degradacion de principios activos (WHO, 2003).
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En este sentido Negri y Nakashima, (2006) evaluaron el contenido de
polifenoles totales y taninos en hojas de Espinheira santa secadas a diferentes
temperaturas (intervalo de 40°C — 80°C, esta ultima corresponde al secado de
rutina de productores). Los resultados indicaron que el contenido de
polifenoles totales y taninos disminuyen con el aumento de la temperatura de
secado, presentando la muestra secada a 40°C los mayores valores para
ambos activos. Los valores encontrados de polifenoles totales y taninos
estuvieron comprendidos en el rango de las especificaciones de la FB 4° ed.,
(2002). A menores temperaturas de secado se verifican los mayores valores
de capacidad antioxidante; siendo sugeridas temperaturas de secado de 40°C

para las hojas de Espinehira santa (Negri, 2007).

En relacién al contenido de cenizas totales, las diferencias fueron
significativas pero también ambas muestras cumplen los requerimientos

farmacopeicos que establecen como maximo un 8 % (FB 4° ed., 2002).

La Farmacopeia Brasileira 4 ° ed., (2002) no reporta limites en relacion
al contenido de cenizas insolubles en acido que puedan ser consideradas como
valores comparativos. Al realizar los ensayos sobre hojas de la Muestra 1 se
obtuvo un CV % = 48,81 (n = 3), lo que es indicativo de la necesidad de
controlar los puntos criticos (restos carbonosos al final de la calcinacién,
pérdidas del residuo al retirarlo de la mufla, etc.). Estas diferencias estarian
asociadas al método de determinacion y no a las muestras, por tal motivo no se
presentan los resultados obtenidos. Se evidencia la necesidad de realizar otras
experiencias para la determinacién del contenido de cenizas insolubles en
acido.

Considerando principalmente que ambas muestras cumplen los
requerimientos farmacopeicos, las experiencias de Isotermas de adsorcion se

realizaron en las hojas correspondientes a la Muestra 1.
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4.2 Cromatografia en capa Fina - TLC

4.2.1 Terpenos en Maytenus ilicifolia

El perfil cromatografico mas 6ptimo obtenido para los extractos de hojas
de Maytenus ilicifolia conteniendo triterpenos fue con el sistema de solventes

Cloroformo/Benceno, cuya expresion grafica se observa en la "Tabla 4.3".

Tabla 4.3: Expresion grafica del cromatograma de extractos de acetato de
etilo de hojas de cangorosa reveladas bajo luz UV a 254 nm, luz UV a 365
nm y con anisaldehido — sulfurico bajo luz UV a 365 nm.

TERFEHWOS Luz ultravioleta (254 nm)
1 2 3 4 & 6 T 8 9 1 11 1z 13 14 15
MUESTRA
1 X x " x x X
4 X x 3 3 x x 3

Luz ultravioleta (368 nm

1 2 3 4 4 6 7 & a 1w 11 1z 13 14 14
MUESTRA
1 x-n x-n
4 x-3
Luz ultravialeta [ 365 nm) rewelado con anisaldehido
1 2 3 4 & & 7 & a 1 11 1z ] 14 15
MUESTRA
1 Reie | i i 04a 0.96-a
n am li
023 0,28 057
q ’
o am I 0.2-a 0.96-3

Referencias: M1: Muestra 1, M4: Muestra control.
Colores: am: ambar, a: amarillo, n: naranja, li: lilaceo.

En la "Figura 4.4" se observa la fotografia de una fraccién de la placa
cromatografica con muestras de cangorosa relacionadas a esta investigacion,
luego del revelado con anisaldehido/sulfurico y observado bajo lampara UV a

365 nm en camara de visualizacion.
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Figura 4.4: TLC de extractos de terpenos en cangorosa. FM: Cloroformo—Benceno.
Revelador: anisaldehido—sulfurico bajo luz UV a 365 nm.
M1: Muestra 1, M4: Muestra control.

Los valores obtenidos de R; para terpenos en hojas de M. ilicifolia
fueron: 0,23, 0,38, 0,57, 0,8 y 0,96 con el sistema de solventes
Cloroformo/Benceno y revelado con anisaldehido/sulfurico bajo luz UV de
onda larga (Pergher y De Battista, 2009).
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4.3 Deteccion de taninos

Los extractos acuosos correspondientes a la Muestra 1 y a la Muestra
control ("Figura 4.5") reaccionaron con solucidon acuosa de tricloruro férrico
originando una coloracion en la gama del verde oscuro al negro, véase "Figura
4.6" y con la gelatina formando los precipitados caracteristicos, véase "Figura
4.7".

Figura 4.6: Reaccion positiva de extractos acuosos de M. ilicifolia con solucién de
tricloruro férrico (Muestra 1 y Muestra control).

Figura 4.7: Precipitacion de la gelatina con extractos acuosos de hojas de M. ilicifolia
(Muestra 1 y Muestra control).
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4.4 Isotermas de adsorcién de hojas de Maytenus ilicifolia

La "Tabla 4.4" contiene los resultados experimentales de la valoracion

del contenido de humedad de equilibrio en base seca para adsorcion, a las

diferentes temperaturas y humedades relativas decimales (a,) ensayados. La

desviacién estandar se expresa sobre triplicados.

Tabla 4.4: Resultado experimental de la valoracion de contenido de humedad de equilibrio

(% p/p b.s.) para adsorcién en hojas de Maytenus ilicifolia a diferentes temperaturas y

humedades relativas. Fuente: Pergher y De Battista, (2009).

30°C 40°C 50°C 60°C
Contenido Contenido Contenido Contenido
de humedad de humedad de humedad de humedad
Sal @y de equilibrio " deequilibrio " de equilibri " de equilibri
quilibrio e equilibrio e equilibrio e equilibrio
(% p/p b.s.) (% p/p b.s.) (% p/p b.s.) (% p/p b.s.)
ClLi 0,113 45+0,06 0,112 42+0,15 0,111 3,5+0,07 0,110 24+0,24
ClMg 0,324 6,7+0,07 0,316 6,5+ 0,05 0,305 5,8 £0,09 0,293 3,9+0,10
(NO3)Mg 0,514 9,0£0,07 0,484 79+0,14 0,454 6,8+0,13 ---- 4,9+0,00
BrNa 0,560 8,9+0,01 0,532 8,5+0,01 0,509 7,7+0,12 0,497 6,2 £ 0,09
NOsNa 0,731 12,8 +0,13 0,710 12,4 £ 0,00 0,690 13,0 +0,31 0,674 9,1+0,85
CINa 0,751 13,2+ 0,05 0,747 12,3+0,15 0,744 12,4 + 0,14 0,745 12,8 + 0,64
BrK 0,803 13,1+0,04 0,791 12,0+ 0,13 0,790 10,5+ 0,05 0,789 15,2 + 0,07

*Greenspan, (1976).

Al aplicar la prueba de Dixon sobre los datos obtenidos de contenido de

humedad de equilibrio se detectaron valores outlier. En la "Tabla 4.5" se

observan estos valores con sus correspondientes estadigrafos “r” calculados.

Tabla 4.5: Resultados positivos de las pruebas de
Dixon sobre datos de contenido de humedad de
equilibrio en hojas de Maytenus ilicifolia.

Temperatura Valores outlier r calculado
30°C 8,74 0,953
50°C 11,62 0,998
60°C 6,66 0,954

Fapia = 0,941 (n =3y a = 0,05).
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Los resultados de la valoracion del contenido de humedad de equilibrio
indican que la temperatura y humedad relativa tienen un efecto significativo
sobre los valores experimentales. El contenido de humedad de equilibrio se
incrementa cuando disminuye la temperatura a humedad relativa constante.
Mientras que, a temperatura constante, el contenido de humedad de equilibrio
se incrementa cuando aumenta la humedad relativa (Pergher y De Battista,
2009). Segun Ait Mohamed y Col., (2005) este efecto se puede relacionar con
el estado de excitacion mas alto de las moléculas de agua a temperaturas
elevadas, conduciendo a una reduccion en las fuerzas atractivas. Un
comportamiento opuesto es causado por la humedad relativa (Ghodake y Col.,
2007). La activacion de las moléculas de agua debido al aumento de la
temperatura hace que se rompan los sitios de union del agua, reduciendo asi el

contenido de humedad de equilibrio (Ethmane Kane y Col., 2008).

El efecto de la temperatura sobre el contenido de humedad de equilibrio
de las hojas de Maytenus Iilicifolia fue consistente con los resultados
observados en estudios realizados sobre hojas de la misma especie (Cordeiro
y Oliveira, 2004; Cordeiro y Col., 2006).

Tendencias similares fueron reportadas en plantas aromaticas y
medicinales (Kouhila y Col., 2001; Park y Col., 2002; Arslan y Togful., 2006;
Ghodake y Col.,, 2007), como asi también para materiales alimenticios
(Menkov, 2000; Lahsasni y Col., 2003; Ait Mohamed y Col., 2005).

4.4.1 Ajustes matematicos a los datos experimentales de adsorcion

Se ajustaron los modelos de: Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB),
Chung—Pfost, Halsey modificado, Oswin modificado, Henderson modificado y
Halsey a los datos experimentales de adsorcion de hojas de M. ilicifolia para
cada temperatura ensayada (30°C, 40°C, 50°C y 60°C), y se calcularon las

constantes de los mismos.
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La "Tabla 4.6" contiene las constantes estimadas, por analisis de
regresion no lineal, utilizando las ecuaciones propuestas en la "Tabla 3.2" (ver
3.9.2 Ajustes matematicos a los datos experimentales de adsorcion). También
se muestran los parametros estadisticos utilizados para evaluar la calidad de

los ajustes.
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Tabla 4.6: Parametros estimados, coeficientes de determinacién y de Chi-cuadrado, y
errores en los ajustes de los modelos de Isotermas de adsorcion en hojas de M.
ilicifolia.

Modelos de 30°C 40°C 50°C 60°C
sorcion ,
Parametros
_ X,, 5,979 6,044 7,765 3,120
Guggenheim- g 0,722 0,693 0,571 1,014
Anderson-de ¢ 23,552 19,661 8,063 17,814
Boer (Vanden R? 97,79 96,37 85,85 99,76
Berg and E% -1,98 0,32 0,72 -8,94
Bruin, 1981) RMSE 0,76 0,76 1,78 1,4
1 0,131 0,202 1,135 0,033
A 150,177 163,887 164,893 125,82
B 0,243 0,252 0,245 0,178
C -5,020 -12,319 17,172 -3,174
Chung-Pfost R? 97,46 96,27 84,93 92,87
E% 0,06 -0,10 -0,97 22,21
RMSE 0,67 0,77 1,68 2,30
1 0,179 0,221 1,041 Valor
significativo
A 3,861 2,175 0,460 7,198
B 0,162 0,154 0,149 -0,013
Oswin C 3,025 3,017 2,851 1,568
modificado R? 97,53 95,98 83,51 98,61
E% -0,17 -0,53 2,73 4,87
RMSE 0,66 0,80 1,76 0,76
1 0,147 0,221 1,135 0,457
A 2,88 2,744 2,467 1,281
B 0,050 0,039 0,030 .0,008
Halsey C 2,221 2,226 2,113 1,177
modificado R? 96,32 94,26 80,56 99,60
E% -1,26 -1,92 4,34 11,8
RMSE 0,78 0,95 1,91 1,95
1 0,227 0,357 1,422 3,311
A 0,006 0,002 0,002 0,006
B 2,097 2,102 1,048 1,037
Henderson C -28,769 -36,783 -43,000 -43,93
modificado R? 97,01 96,12 95,49 96,63
E% 33,30 33,03 34,05 59,04
RMSE 4,5 4,22 4,48 7,49
r 11,434 10,622 12.625 39,431
A 78,761 68,939 51,085
r 2,220 2,202 2,111
Halsey R 96,47 94,35 80,56 Modelo no
E% -1,19 -1,61 -4,33 valido
RMSE 1,11 1,34 2,70
x 0,227 0,350 1,422

X,.» K, 4, B, C, r: constantes de los modelos, R* coeficiente de determinacion, E%: error medio
relativo, RMSE: raiz del error cuadratico medio y y*: coeficiente de Chi-cuadrado. X’ s, 3 =
7,8147).
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Los datos experimentales a la temperatura de 60°C no pudieron ser
modelados con la ecuacién de Halsey, debido a que al ingresar la ecuacién
para estimar sus constantes en el programa StatGraphics Plus version 5.1, el

modelo resultaba no valido para el tratamiento de datos experimentales.

Técnicas de regresion no lineal pueden ser usadas en plantas
medicinales y aromaticas para describir la relacion entre el contenido de
humedad de equilibrio y la humedad relativa de equilibrio (Soysal & Oztekin,
1999), esto queda demostrado al evaluar los indices estadisticos calculados

para los diferentes modelos.

La calidad de los ajustes se analizé evaluando el coeficiente de
determinacion (R?), el error medio relativo, expresado como porcentaje (E%), la
raiz cuadrada del error cuadratico medio (RMSE), la prueba de Chi cuadrado
(x?) y los gréaficos de residuales (Bouquet y Col., 1979; Menkov, 2000; Cordeiro
y Oliveira, 2004; Cordeiro y Col., 2006; Cuervo-Andrade, 2011). En general,
valores mayores de R?y valores pequefios de error medio relativo, asociados a
distribuciones al azar en los graficos de residuales indican buenos ajustes
(Cordeiro y Col., 2006).

El coeficiente determinacion mas elevado (Rpromedio = 97,44) fue obtenido
con el modelo de GAB (Van den Berg and Bruin, 1981). Este modelo fue capaz
de describir los 97,4 % de la variacion de los datos de contenido de humedad
experimentales debido al efecto de la temperatura en un intervalo de 30°C a
60°C y/o humedad relativa decimal de 0,110 a 0,803.

Generalmente, valores de error por debajo del 10 % indican ajustes
adecuados para fines practicos (Park y Col., 2002; Arslan y Togful, 2006). Los
modelos de GAB (Van den Berg and Bruin, 1981), Oswin modificado y Halsey
cumplirian con esta condicion; mientras que el modelo de Chung-Pfost y el de
Halsey modificado no la cumplen a la temperatura de 60°C. El modelo de
Henderson modificado arrojé los valores mas elevados de error medio relativo
(E%promedio = 39,86 %).
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Con el propdsito de encontrar los parametros de maxima verosimilitud,
se buscan los minimos de RMSE (Bouquet y Col., 1979). El modelo de
Henderson modificado arrojé los valores mas elevados para todas las
temperaturas estudiadas (RMSEpomedo = 5,17) comparativamente con los

demas modelos.

Los valores de Chi-cuadrado mas bajos o aquellos que tienden a cero,
se consideran los mas 6ptimos (Cuervo-Andrade, 2011), Segun los resultados
obtenidos para este estadigrafo se observa que no existen diferencias
significativas entre los valores predichos por el modelo y los datos
experimentales al evaluar los modelos de GAB (Van den Berg and Bruin,
1981), Oswin modificado, Halsey modificado y Halsey. En particular, el factor »*
de comparacion a la temperatura de 60°C para el modelo de Chung-Pfost,
arroja un valor de magnitud muy alejada de la media (X’cacutado 326,226), se
concluye que el modelo de Chung-Pfost no es aplicable a la mencionada
temperatura. Asimismo, los valores obtenidos para el modelo de Henderson
modificado indican que las diferencias son significativas para todas las

temperaturas estudiadas.

En base a los parametros estadisticos evaluados hasta ahora se puede
concluir que, el modelo de Henderson modificado no puede ser aplicado para
predecir los datos experimentales de adsorcion en hojas de M. llicifolia dado los
elevados errores obtenidos, sumado a los resultados del factor Chi-cuadrado.
Esto corrobora la importancia de aplicar varios parametros de decision para

evaluar adecuadamente los modelos.

En las "Figura 4.8", "Figura 4. 9", "Figura 4.10", "Figura 4.11", "Figura
412" y la "Figura 4.13" se observan las predicciones de las diferentes
ecuaciones ajustadas a los datos experimentales de adsorcion en hojas de M.

ilicifolia para las temperaturas ensayadas.
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Figura 4.8: Comparacion del contenido de humedad de equilibrio de los datos de
adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas, obtenida con la
estimacion del modelo de GAB.
A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C. Fuente: Pergher y De Battista, (2009).
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Figura 4.9: Comparacion del contenido de humedad de equilibrio de los datos de
adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas, obtenida con la
estimacion del modelo de Chung Pfost.
A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Figura 4.10: Comparacién del contenido de humedad de equilibrio de los datos de

adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas, obtenida con la
estimacion del modelo de Oswin Modificado. A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Figura 4.11: Comparacion del contenido de humedad de equilibrio de los datos de
adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas, obtenida con la
estimacion del modelo de Halsey Modificado.

A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Figura 4.12: Comparacion del contenido de humedad de equilibrio de los datos de
adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas, obtenida con la estimacion
del modelo de Henderson Modificado.

A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Figura 4.13: Comparaciéon del contenido de humedad de equilibrio de los datos de
adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas, obtenida con la
estimacion del modelo de Halsey.
A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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En general, el contenido de humedad de equilibrio aumenta al
incrementarse la actividad de agua, para una misma temperatura (Rao & Rizvi,
2005). Esta isoterma fue una curva sigmoidal, lo que refleja una isoterma de

Tipo Il, segun la clasificacién de Brunauer y Col., (1940).

Esta isoterma tipica fue observada en varios productos bioldgicos
(Arslan y Togful, 2006; Jamali y Col., 2006; Cordeiro y Oliveira, 2004; Cordeiro
y Col., 2006; Lahsasni y Col., 2003; Mencov. 2000).

Al evaluar el efecto de la temperatura sobre los resultados del contenido
de humedad de equilibrio se observa que las Isotermas de adsorcion de las
hojas de Maytenus ilicifolia muestran una ligera disminucion en la cantidad de
agua absorbida para un aumento de la temperatura, a humedad relativa
constante. Esto podria atribuirse a una activacién de las moléculas de agua
debido al aumento de la temperatura que hace que los sitios de union del agua
se rompan, con lo que disminuye el contenido de humedad de equilibrio (Arslan
y Togful, 2006).

Los resultados del efecto de la temperatura sobre las isotermas de
adsorcion de hojas de M. ilicifolia fueron consistentes con los observados por
Cordeiro y Oliveira, (2004) y por Cordeiro y Col., (2006) que estudiaron plantas

de la misma especie pero cultivadas en Brasil.

Para todos los modelos de isotermas obtenidos a la temperatura de
60°C, las curvas exhiben un comportamiento diferente comparado con las
temperaturas de 30°C, 40°C y 50°C. Esto podria atribuirse a cambios
estructurales y/o quimicos de la muestra, las altas temperaturas podrian ejercer
algun tipo de efecto sobre los diferentes componentes de la muestra y

modificar su adsorcion.

Los valores del contenido de humedad de equilibrio de los productos
bioldégicos dependen de la temperatura y de la humedad relativa del aire, de la
especie o variedad del producto. También influyen la madurez fisiologica, la
historia del producto y la manera en que se obtuvo el equilibrio (adsorcién o
desercion) (FAO, 1991; Fennema, 2000).
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En "Figura 4.14", "Figura 4.15", "Figura 4.16" "Figura 4.17", "Figura
418", y en la "Figura 4.19", se observan los graficos de distribucion de
residuales de los modelos ajustados a los datos experimentales de contenido

de humedad de equilibrio de hojas de M. ilicifolia.
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Figura 4.14: Grafico de residuales de la ecuacién de GAB, ajustados a los datos de
adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas.
A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Figura 4.15: Grafico de residuales de la ecuacién de Chung Pfost, ajustados a los datos
de adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas.
A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Figura 4.16: Grafico de residuales de la ecuacion de Oswin Modificada, ajustados a los
datos de adsorcién de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas.
A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Figura 4.17 Grafico de residuales de la ecuacion de Halsey Modificada, ajustados a los
datos de adsorcién de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas.
A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Figura 4.18: Grafico de residuales de la ecuacién de Henderson Modificada, ajustados a

los datos de adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas.
A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Figura 4.19: Grafico de residuales de la ecuacion de Halsey, ajustados a los datos de

adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas.
A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Los modelos de Halsey modificado y Henderson modificado indican una
distribucion de errores residuales alejado de la linea media, siguiendo un claro
patron de distribucion, por lo que estas ecuaciones se consideran inadecuadas.
Para el modelo de Oswin modificado se evidencia que el modelo puede
predecir unicamente los datos experimentales en un rango comprendido

aproximadamente entre el 6 % y 9,5 % de contenido de humedad.

Los residuales obtenidos para el modelo de GAB (Van den Berg and
Bruin, 1981) tuvieron una distribucién relativamente aleatoria, pero que indica
una desviacion que podria corregirse si se introduce en la ecuacién un término
cuadratico. Considerando lo antes mencionado, se ajustaron los datos
experimentales utilizando el modelo polinomial de segundo orden propuesto
por Bizot, (1983).

Ademas, se realizaron ajustes matematicos utilizando diferentes
propuestas para el tratamiento de los datos experimentales basados en la
ecuaciéon de GAB, segun lo indicado en la seccidn 3.9.2 Ajustes de datos

adsorcion.

La "Tabla 4.7" contiene los parametros estimados, coeficientes de
determinacién y de Chi-cuadrado, y los errores en ajustes del modelo tomado
de referencia: GAB (Van den Berg and Bruin, 1981), del modelo de GAB
polinomial de segundo orden y de las diferentes propuestas aplicadas al
modelo de GAB en el tratamiento de datos experimentales en hojas de M.

ilicifolia.
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Tabla 4.7: Parametros estimados, coeficientes de determinacién y de Chi-cuadrado, y
errores en ajustes del modelo de referencia: GAB (Van den Berg and Bruin, 1981), del
modelo de GAB polinomial de segundo orden y de propuestas aplicadas al modelo de
GAB en el tratamiento de datos en hojas de M. ilicifolia.

Modelos de 30°C 40°C 50°C 60°C
sorcion .
Parametros
X, 5,979 6,044 7,765 3,1197
Guggenheim - K 0,722 0,693 0,571 1,014
Anderson-de C 23,552 19,661 8,063 1,814
Boer (Van den R? 97,79 96,37 85,85 99,76
Berg and E% 0,23 -0,56 3,12 0,32
Bruin, 1981) RMSE 0,61 0,75 1,70 0,32
xz 0,131 0,202 1,135 0,033
X, 5,152 6,948 5,449 3,525
K 0,781 0,609 0,718 0,977
C 220,863 13,126 17,047 11,012
GAB - modelo a -0,151 -0,081 -0,124 -0,252
polinomial de b 0,192 0,122 0,162 0,232
segundo ¢ 0,001 0,018 0,015 0,026
orden R? 99,01 92,36 61,44 97,49
E% 1,67 1,81 1,27 0,19
RMSE 0,82 0,83 1,75 0,45
xz 0,304 0,301 1,160 1,835
X, 6,765 5,928 5,130 4,606
k, 17,799
Co 0,025
GAB - relacién H, -8387,49
con las H. 17146,3
entalpias RE(k,y 27.77
Hk)
R%(c,y 55,65
H,)
X,, 4,493 4,268 3,995 3,312
GAB - X,, K 0,855 0,861 0,875 0,946
calculado por o) 1199x10°  2069,04 1,61x10®>  3,01x10™
BET R’ 94,38 94,57 77,70 67,35
modificado E% 2,89 1,64 0,55 7.99
RMSE 1,20 1,2 2,04 2,47

X,., K, C, a, b, c: constantes de los modelos, k,, ¢,: factores entropicos H,, H;: entalpias de sorcién
molares, R* coeficiente de determinacién, E%: error medio relativo porcentual, RMSE: raiz
cuadrada del error cuadratico medio, 3*; coeficiente Chi cuadrado.

Los valores estimados de contenido de humedad de monocapa (X,)
obtenidos a partir de la ecuacion de GAB (Van den Berg and Bruin, 1981) no

mostraron una tendencia con la temperatura como era de esperar.
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Al analizar el efecto de la temperatura sobre las isotermas de adsorcion
utilizando las ecuaciones tipo Arrhenius (ver "Ecuacion 3.1" y "Ecuacion 3.2")
se obtuvieron coeficientes de determinacién bajos (R%k, y Hy) = 27,77 y R¥(c, y
H,) = 56,65), lo que confirma que no existe una tendencia con la temperatura
para los datos experimentales en este estudio. Para muchos productos, la
ecuaciéon de GAB no exhibe una relacién tipo Arrhenius con la temperatura, la
incorporacion del término temperatura incrementa el numero de parametros
haciéndola menos aplicable. Esta ecuaciéon no es un modelo adecuado para

todos los productos agricolas (Chen & Jayas, 1998).

Al ajustar los datos experimentales de contenido de humedad de
equilibrio a la temperatura de 50°C, utilizando el modelo de GAB polinomial de
segundo orden, se obtuvo un coeficiente de determinacion de 61,44 %,

arrojando un promedio bajo para el modelo (Rzpromedio = 87,58).

Asimismo, los indices estadisticos obtenidos con el modelo de GAB - X,
BET modificado no mejoraron respecto de los obtenidos con el modelo de

comparacion.

En la "Figura 4.20" y en la "Figura 4.21" se observan las predicciones
graficas del modelo de GAB como una funcién polinomial de segundo orden y
del modelo de GAB - X,, = monocapa-BET; en la "Figura 4.22" y en la "Figura

4.23" sus respectivos graficos de distribucion de errores residuales.
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Figura 4.20: Comparacion de la relacion a,, y contenido de humedad de equilibrio de
datos de adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas, obtenida
con la estimacién del modelo de GAB polinomial.

A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Figura 4.21: Comparacion del contenido de humedad de equilibrio de datos de
adsorcion de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas, obtenida con la

estimacion del modelo de GAB (X, de BET).
A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Figura 4.23: Grafico de residuales de la ecuacién de GAB (X, BET) ajustados a los
datos de adsorcién de hojas de Maytenus ilicifolia a varias temperaturas.
A t=30°C, * t=40°C. o t=50°C, x t=60°C.
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Al evaluar los graficos de distribucién de residuales de la ecuacion de
GAB polinomial de segundo orden, se observan mayores diferencias entre los
valores predichos por el modelo y los experimentales respecto del modelo de

referencia.

En el modelo de GAB, cuyo X, corresponde al de monocapa de BET, se
observa que para valores predictivos de contenido de humedad en rangos
superiores, los datos puntuales de residuales arrojan diferencias aun mayores

que el de referencia.

Los analisis estadisticos aplicados sobre los ajustes matematicos de los
datos experimentales de adsorcion demostraron que el modelo de GAB (Van
den Berg and Bruin, 1981) es el que mejor describe las isotermas y puede ser
recomendado para caracterizarlas. No obstante, se deberian continuar los
estudios para verificar estos resultados en virtud de las diferencias observadas
al procesar los datos a la temperatura de 60°C respecto de las demas (Pergher
y De Battista, 2009).

Las principales ventajas del modelo de GAB son que tiene solo tres
parametros, con bases teodricas y significados fisicos y describe el
comportamiento de casi todos los alimentos de cero a 0,9 de a4, (Rao & Rizvi,
1995). Segun refieren Bizot y Col., (1987) presenta la ventaja de describir
perfectamente las isotermas de adsorcion y desorcion para valores de
humedad relativa < 0,9 (Lahsasni y Col., 2003).

Las isotermas de adsorcibn son esenciales para seleccionar las
condiciones adecuadas de almacenamiento y asi garantizar la calidad del
producto. El contenido de humedad final del producto debe tener un valor tal
que este sea estable durante un tiempo prolongado, la estabilidad
microbiolégica se obtiene a valores de actividad de agua (a,) menores a 0,6
(Garcia y Col., 2007). En general se recomienda una humedad relativa de
camara del 60 % como el limite superior para evitar el crecimiento de

microorganismos (Cordeiro y Col., 2006).

Se determinaron los contenidos de humedad para una actividad de agua
de 0,6 a las temperaturas de 30°C, 40°C, 50°C y 60°C, utilizando el modelo de
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GAB (Van den Berg and Bruin, 1981) que fue el que mejor ajusté a los datos
experimentales. Para ello, se le asigné un valor de 0,6 a la actividad de agua
(a,) y se reemplazaron las constantes X,,, C y K con los valores estimados en

este estudio.

Los contenidos de humedad limites calculados para las temperaturas de
30°C, 40°C, 50°C y 60°C fueron respectivamente del 10,0 %, 9,7 %, 9,5 % y 7,7

% p/p en base seca.

De acuerdo a estos resultados, si el proceso de secado se lleva a cabo a
temperaturas de hasta 40°C, la cual fue sugerida por Negri, (2007), las hojas
deberian secarse hasta un contenido de humedad no mayor al 10 % p/p en

base seca para alcanzar la estabilidad microbioldgica.

Por otro lado, si el secado del material vegetal se efectia a una
temperatura superior (60°C), segun los datos obtenidos a partir del estudio de
las isotermas de adsorcion, las hojas deberian secarse hasta un contenido de
agua del 8 %. Este valor es coincidente con las especificaciones de la FB 5°
ed., (2010).

Si bien, los resultados experimentales admiten estos maximos de humedad
seria importante investigar la posible influencia en la variacion quimica que
pudiesen modificar las propiedades de la planta.

Para comparar estos resultados con los obtenidos en hojas de Maytenus
ilicifolia del trabajo de referencia de Cordeiro y Col. (2006), debemos considerar
que los valores del contenido de humedad de equilibrio de los productos
biolégicos dependen, principalmente de la temperatura y de la humedad
relativa del aire, de la especie o variedad del producto. También influyen en la
humedad de equilibrio la madurez fisioldgica, la historia del producto y la

manera en que se obtuvo el equilibrio (adsorcién o desorcion) (FAO, 1991).

Se encontraron diferencias entre ambas experiencias, las mismas se

detallan en la "Tabla 4.8".
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Tabla 4.8: Aspectos comparativos en la determinacién de isotermas de adsorcion de
hojas de Maytenus ilicifolia (trabajo de referencia vs. trabajo de investigacion

realizado).
Trabajo de referencia Trabajo de investigacion
Cordeiro y Col., (2006) realizado
Procedencia de las Plantas cultivadas en la Plantas silvestres del Cerro de
muestras (hojas de nurcery de la Universidad de | Santa Ana, Misiones- Argentina
Maytenus ilicifolia Mart.) | Ribeirao Preto, Sao Paulo -
Brasil
Acondicionamiento de Secadas en estufa con Secadas en estufa a 50°C por 24
las muestras para circulacion de aire a 40°C por | horas
adsorcion 48 horas
Soluciones salinas LiCl, CH;COOK, MgCl,, LiCl, MgCl,, Mg(NO3),, NaBr,
saturadas utilizadas 6H,0.K,CO3, NaNO3, NaCly | NaNO3, NaCl y KBr
KCI
Rango de «,, evaluada 0,111-0,836 0,110-0,803
Tiempo en condiciones | 30 dias 15 dias
termodinamicas
constantes
Método de Secado en estufa a 105°C + | Pérdida de masa a 103°C + 2°C
determinacion del 2°C por 24 h (AOAC, 1990) por 6 a 7 h (IRAM 20503, 1995)
contenido de humedad
de equilibrio
Modelos mateméticos Chung-Pfost, Oswin Guggenheim-Anderson-de Boer
ajustados a datos de modificado, Halsey (Van den Berg, 1981), Chung—
contenido de humedad | modificado, Henderson- Pfost, Halsey modificado, Oswin
de equilibrio Thompson, Guggenheim- modificado, Henderson
Anderson-de Boer (tipo modificado, Halsey, GAB
Arrhenius) polinomial de 2° orden y otras
alternativas propuestas del
modelo de GAB

Los parametros de la ecuacion de GAB (Van den Berg and Bruin, 1981),
modelo que mejor ajustd a los datos experimentales de esta investigacion, no
pudieron ser comparados dado que el mencionado modelo no fue propuesto

para el ajuste de datos experimentales en el trabajo de referencia.

El modelo de Chung-Pfost fue el que mejor ajusté a los datos
experimentales para las isotermas de adsorcion en el trabajo de referencia de
Cordeiro y Col., (2006), cuyos valores de las constantes especificas fueron a =
16,355, b = -7,214 y ¢ = 188,624, con un coeficiente de correlacion de 0,880, un
error medio relativo porcentual del 14,3 %, una raiz del error medio cuadratico
de 0,011 y graficos de distribucion de residuales con puntos centrados sobre el

eje del cero, que confirma una tendencia no sistematica.
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Para las experiencias realizadas en hojas de la regién, este fue el
segundo modelo que mejor ajusto al evaluar el coeficiente de determinacion y
los errores, sin embargo al considerar el factor de Chi-cuadrado de
comparacién a la temperatura de 60°C se obtiene un valor significativo, por lo
que se rechaza la igualdad entre los datos experimentales y los predichos por

el modelo para esta temperatura.

4.5 Contenido de humedad de monocapa-BET y actividad del agua

de la monocapa

Se determinaron las constantes de la ecuacion de BET modificada
(lineal) utilizando la "Ecuacién 3.5" (ver 3.9.2 Ajustes de datos de adsorcion del
capitulo de Materiales y Métodos), y a partir de estas se calculé el contenido de
humedad de la monocapa-BET (X,) para cada temperatura estudiada,
utilizando la "Ecuacién 3.6". Ademas, con las constantes obtenidas y para X =
Xm se determind la actividad de agua de la monocapa (a,),. con la "Ecuaciéon
3.7" para humedades relativas decimales hasta 0,56. La "Tabla 4.9" contiene
las constantes estimadas e indices estadisticos utilizados para evaluar la
calidad de los ajustes, el contenido de humedad de monocapa-BET y sus

correspondientes actividades de agua.

Tabla 4.9: Constantes estimadas e indices estadisticos, contenido de humedad vy
actividades de agua de la monocapa correspondientes al modelo de BET modificado
para adsorcion en hojas de Maytenus ilicifolia.

Modelo 30°C 40°C 50°C 60°C
de sorcion Parametros
A, 7,297 7,484 7,647 7,606
B, -0,093 -0,080 -0,073 -0,072
C 74,238 61,74 33,246 14,488
BET R? 100 100 100 100
modificado E % 0,19 0,25 0,08 0,13
X 4,493 4,268 3,995 3,312
Qi) 0,104 0,113 0,148 0,208

A,, B, C: constantes del modelo, R?: coeficiente de determinacion, E %: error medio relativo
porcentual, X, contenido de humedad de monocapa (% b.s.), a,: actividad de agua de
monocaba.
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Se puede concluir que, este modelo es capaz de describir los datos de
contenido de humedad de equilibrio de hojas de M. llicifolia para el rango de
actividad de agua comprendido entre 0,11 - 0,56 con buenos ajustes (R? yromedio
=100, E%promedio = 0,13).

Los valores de contenido de humedad de monocapa, que expresan la
medida de la capacidad de sorcién del material, disminuyeron con el aumento
de la temperatura. Existe concordancia con los resultados obtenidos para

varios materiales bioldgicos (Menkov, 2000; Ait Mohamed y Col., 2005).

Se representd graficamente el efecto de la temperatura sobre los valores
de contenido de agua de monocapa en hojas de M. ilicifolia, véase la “Figura
4.24”,

4.7 :.- o E‘iEIIDE expenmantales
a5/~ —modelo BET modificado

43k e g -

o

cont. humedad monocapa (%b.s.)
a

£ ] P " PP .
30 35 40 45 50 55 60

temperatura (“C)

Figura 4.24: Efecto de la temperatura sobre el contenido de agua de monocapa en
hojas de M. ilicifolia.

Se evidencia que los valores de contenido de agua de monocapa
decrecen cuando se incrementa la temperatura. Este comportamiento esta
generalmente asociado a una reduccién en el numero de sitios activos debido a
cambios fisicos y quimicos inducidos por la temperatura, la intensidad de la

reduccion depende de la naturaleza del alimento (Rao & Rizvi, 2005).
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5. CONCLUSIONES

Las muestras estudiadas cumplimentaron los requisitos de la
Farmacopeia Brasileira 5° ed., (2010) en lo referente a los ensayos

fisicoquimicos.

El contenido de humedad de equilibrio de adsorcion de las hojas de M.
ilicifolia fue determinado a cuatro temperaturas (30°C, 40°C, 50°C y

60°C) y a humedades relativas en el intervalo de 11.0 % a 80.3 %.

Los datos experimentales de adsorcidén obtenidos para las hojas de M.
ilicifolia exhiben una curva sigmoidea Tipo I, tipica de la mayoria de los

productos bioldgicos.

De los resultados obtenidos se observa que el contenido de humedad de
equilibrio se incrementa cuando disminuye la temperatura, para una

actividad de agua constante.

Se obtuvieron las constantes para los modelos de: Guggenheim-
Anderson-de Boer (GAB), Chung—Pfost, Halsey modificado, Oswin
modificado, Henderson modificado y Halsey a las temperaturas
ensayadas de 30°C, 40°C, 50°C y 60°C.

El modelo matematico de GAB (Van den Berg and Bruin, 1981) fue el
que mejor describid la relacion entre el contenido de humedad de
equilibrio y la actividad de agua en las condiciones experimentales

ensayadas.

Dado el diferente comportamiento para las isotermas a 60°C respecto de
las demas, se deberian continuar los estudios para establecer las

causas de las diferencias observadas.

Se define un método por cromatografia planar para caracterizar terpenos

que podrian ser utilizados como marcadores en extractos de la planta.
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6. PROPUESTA DE TRABAJOS FUTUROS

Las directrices establecidas por OMS, (1996) referidas a las
especificaciones de las materias primas de origen vegetal indican que: ”...en la
medida de lo posible, las especificaciones de los materiales de plantas
medicinales incluiran, entre otros datos a la valoracion, si corresponde, de los

constituyentes con actividad terapéutica o marcadores conocidos”.

En este sentido, se continuan los estudios referidos a la cuantificacion de
taninos en hojas de Maytenus ilicifolia Martius de la region. En el trabajo
propuesto se estudian hojas provenientes de plantas silvestres del Cerro de

Santa Ana (Tesis de maestria en desarrollo).

Se deben continuar los estudios para caracterizar en todos sus aspectos
la especie silvestre de la region, para su inclusiéon al Cdédigo Alimentario

Argentino.
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7. RESULTADOS PUBLICADOS DE LA INVESTIGACION

El trabajo: “Isotermas de adsorcion y perfil cromatografico de hojas de
“Maytenus ilicifolia Martius”, ha sido presentando en la modalidad Poster y
publicado en el Libro de Resumenes en las: "X Jornadas de Farmacia y
Bioquimica Industrial” (JorFyBi 2009), organizado por la Asociacion Argentina
de Farmacia y Bioquimica Industrial (SAFyBI), realizada entre los dias 27 y 29
de Octubre del 2009, véase en el Anexo | el Resumen del trabajo publicado y

en el Anexo Il la certificacion correspondiente.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo I

Resumen del trabajo: “Isotermas de adsorcién y perfil cromatografico de
hojas de “Maytenus ilicifolia Martius” presentando en la modalidad Poster en

las: "X Jornadas de Farmacia y Bioquimica Industrial” (JorFyBi 2009).

Isotermas de adsorcién y perfil cromatogrifico cualitativo de hojas de
Maytenus ilicifolia Martius.

Gabriela Pergher; Gabricla A. De Battista.
Catedra de Calidad de los medicamentos y Farmacognosia.
Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturaks — Universidad Nacional de Misiones.
Avda. Mariano Moreno 1375, Posadas - Misiones, gabriela.perghe r@gmail.com,
gadebattista@gmail com

Maytenus Hicifolia Martius ¢s una especie nativa en la Provincia de Misiones, clasificada

dentro de 4rboles bajos v arbustos. que pertenece a la familia de las Celastraceae y es conocida con
el nombre vulgar de “cangorosa” y en Brasil como “espinheira santa”.
La infusién de las hojas es usada en el tratamiento de dlceras. indigestion, gastritis crénicas ¥
dispepsias. Las hojas v el tallo de M. dicifolia son empleados en mezclas agregadas al mate para
combatir la acidez v gastralgia provocada por esta infusién y aminorer &l efecto irritante de la
cafeina §Fn la descripcién quimica de la especie se indica contenidos de taninos. flavonoides ¥
triterpenos.

Una especie vegetal para que pueda ser utilizada como materia prima para la elaboracién de
medicamentos fitoterapicos, debe cumplimentar los requisitos de garantia de la calidad desde el
cultivo. recolecci6n, secado hasta la elaboracién del producto final.

La identificacion taxonémica de las especies vegetales forma parte de lo anteriormente mencionado
pero no aseguran que las mismas retnan los requisitos para ser consideradas materias primas
; farmacéuticas.

[ Las isotermas de adsorcién aportan informacién sumamente valiosa para predecir cambios
potenciales en la estabilidad biologica del material. permitiendo determinar la méxima humedad
que ¢l mismo puede ganar o perder durante ¢l secado o almacenamiento. Las mismas ilustran la
relacién funcional entre el contenido de agua v la a, a temperatura y presion constante.

Se determinaron las isotermas de adsorcion de hojas de Maytenus Ilicjfolia de plantas
silvestres de la regién v compararon los resultados experimentales con modelos matematicos
disponibles en la literatura y se realizaron los perfiles cromatograficos cualitativos de las mismas.
El contenido de humedad de equilibrio fue medido usando un método gravimétrico estitico, a
humedades relativas y températuras en un rango de 11.0% a 80.3% y de 30°C a 60°C
respectivamente.

De los resultados obtenidos, Tabla 1, $€Bbserva que ¢l contenido de humedad de equilibrio
se incrementa cuando decrece la temperatura a humedad relativa constante. Contrariamente. a
temperatura constante, ¢l contenido de humedad de equilibrio se incrementa con ¢l aumento de
humedad relativa.

Los modelos matematicos de Guggenheim-Anderson-deBoer (GAB). Chung-Plost, Halsey
modificado, Oswin modificado. Henderson modificado y Halsey fueron testeados para gjustar los
datos experimentales. La estimacién de los pardmetros de cada modelo fue determinada por analisis
de regresién no lineal aplicando el método de los minimos cuadrados con el programa StatGraphics
Plus, Version 5.1. El coeficiente de correlacién (R). €l error medio relativo, expresado como %4, el
error estandar de la estimacién de humedad v graficos residuales fueron utilizados para determinar
ia calidad del ajuste.

La ecuacitn de GAB fue la que mejor describi6 la relacién entre el contenido de humedad
de equilibrio v la actividad de agua de las hojas de M. ilicifolia en las condiciones ensayadas



Tabla 1: Resultado experimental de la valoracion de contenido de humedad de equilibrio (base seca)

N 40°C 50°C 60 °C

Contenido Contenido Contenido Comtenido
Sal aw? de hemedad aw* de humedad aw* de humedad aw® de humedad

de equiiibrio de equilibrio de equilibiio de equiiibrio

% {%%) {%a) (%)
CILi 8,113 4,5=006 0112 42=0.15 0,111 35007 0,110 24024
Civg 0.324 67=90,07 0316 65=0,05 0505 58z009 0,293 39=0,10
NOs kMg 0514 90=007 0484 795=004 0454 68x0,13 —-== 49=0.00
BiNa 0.560 89=001 03532 85:z001 0509 7,7+012 0.497 62009
CiCo 0,618 23=003 0,355 7.8=004 2,500 591021 0,467 6.4 =000
NO;Na 0,731 128=0.13 0,710 124000 0690 13,0=06.31 0,674 5,1=0,85
CivNa 0,751 1322095 0,747 123=013 0,744 124=x0.14 0.745 1282064

B 0803  131=0064 0791 120=013  0.790 1052005 0758  152=007

*Greenspan (1976)

Figura 1 Predicciones de isotermas de adsorcién del modelo de GAB.
A $30°C, * t=40°C. = t=50°C. » =60°C.
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Se observa un diferente comportamiento de la isoterma a 60 °C. Esto podria atribuirse a
cambios estructurales o quimicos de la muestra.

La extraccion de terpenos se realizd segtin lineamientos propuestos por Langas et al. 1999,
Las corridas cromatograficas ensayadas fueron con la utilizacién como fase movil de Cloroformo-
Benceno y Benceno-Metanol, desarrollo 15 cm. La visualizacion del perfil se realizé bajo luz UV
(265nm). juz UV (360 nm) v con anisaldehido-sulfiirico bajo luz UV 360 nm. Los valores éptimos
fueron obtenidos con la fase mévil Cloroformo-Benceno, los Ry fueron 0.23, 0.38, 0.57, 0.8 y 0.96
con ef tltimo sistema de revelado mencionado.

Los resultados obtenidos en relacion a las isotermas de adsorcion son indicativos de la
necesidad de continuar los estudios en virtud de las diferencias obtenidas en el comportamiento para
ias temperaturas de 30°C. 40°C v 50°C con respecto a la de 60°C para poder clasificarlas segim los
diferentes modelos propuestos por Brunauer et. al.
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9.2 Anexo II

Copia del certificado correspondiente a la presentacion del trabajo:

‘Isotermas de adsorcion y perfil cromatografico de hojas de Maytenus

ilicifolia Martius”.

JorF B b

Centro Costa Salguero

X Jomadas de Farmacia y Bioguimica Industrial

Certificamos que Gabriela Pergher y Gabriela A. de Battista. &
ha participado en la X Jornadas de Farmacia y Bioquimica Industrial, como coautores

del trabajo “ISOTERMAS DE ADSORCION Y PERFIL CROMATOGRAFICO CUALITATIVO DE HOJAS
DE MAYTENUS ILICIFOLIA MARTIUS™.
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