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En la presente investigacion se utilizo
hojas deshidratada de guayusa, en
dos presentaciones, triturada y polvo;
las muestras fueron tratadas con
diferentes procesos para  Su
obtencion. Estas fueron
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proporcionadas por la empresa
Runatarpuna ubicada en la zona de
Archidona, Tena. Para la obtencion
de los extractos acuosos de hojas
trituradas y polvo de guayusa se
realizaron a 20 °C y 50 °C; a
diferentes  formulaciones. Estas
formulaciones se obtuvieron luego de
realizar pruebas preliminares en las
gue se determind que la cantidad de
agua sea suficiente para hidratar la
guayusa y que se produzca Ila
extraccion de los compuestos de
interés, de esta menara se pudo
realizar los diferentes analisis para la
determinacién de capacidad
antioxidantes y contenido polifenoles
por los método de ABTS y Folin-
Ciocalteu respectivamente. Al ser
sometidos los extractos a diferentes
temperaturas 'y  mediante  los
resultados expuestos, se puede
concluir que los extractos realizados a
50 °C contienen una mayor
estabilidad que los extractos
sometidos a 20 °C, a excepcion de los
extractos de polvo de hojas
deshidratadas de guayusa en donde
su capacidad antioxidante va
disminuyendo con forme transcurre el
tiempo, esto se debe a que la

temperatura ayuda a la saturacion




rapida de los extractos y afecta
negativamente a la extracciéon por la
mayor exposicion de las particulas a
la  superficie y los tiempos
prolongados a los que fueron
realizados.

Guayusa dried leaves was used in
two presentations, in this investigation
crushed and dust; the samples were
treated with various processes for
their preparation. These were
provided by the company
Runatarpuna located in the area of
Archidona, Tena. For obtaining
aqueous extracts and ground leaf
powder guayusa they were performed
at 20 °C and 50 °C; different
formulations. These formulations were
obtained after preliminary trials in
which it was determined that the
amount of water sufficient to hydrate
guayusa and extraction of compounds
of interest, this menara occur could
perform different analyzes for the
determination of antioxidant capacity
and polyphenol content by ABTS
method and Folin-Ciocalteu
respectively. When subjected extracts
at different temperatures and using

the results shown, it can be concluded




that extracts made at 50 °C containing
greater stability extracts subjected to
20 °C, except for dust extracts dried
leaves guayusa where its antioxidant
capacity decreases with forme time
elapses, this is because the
temperature helps rapid saturation of
the extracts and negatively extraction
affects the increased exposure of the
particles to the surface and prolonged
the they were made,
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RESUMEN

La Guayusa (llex guayusa Loes) es un arbol de hojas largas y anchas,
dentelladas y sdlidas. Los nativos pertenecientes a las zonas en las que se
cultiva dicha planta la consideran como una planta sagrada que encierra
mitos y diferentes tradiciones culturales amazdnicas, que la idealizan como
una fuente de vida, pues sus hojas contienen una gran variedad de
propiedades energéticas y medicinales tales como: estimulante nervioso y
muscular, digestivo y ayuda a limpieza de estdbmago e intestinos, actia como
anti inflamatorio y contra la infertilidad. En la presente investigacion se utilizo
hojas de guayusa deshidratada, en dos presentaciones, triturada y polvo; las
muestras fueron tratadas con diferentes procesos para su obtencion, estas
fueron proporcionadas por la empresa Runatarpuna ubicada en la zona de
Archidona, Tena. Para la obtencién de los extractos acuosos de las hojas de
guayusa trituradas y polvo se aplicaron dos temperaturas a 20 °C y 50 °C
durante un transcurso de 4 horas y a diferentes formulaciones. Estas
formulaciones se establecieron luego de realizar pruebas preliminares en las
que se determind que la cantidad de agua sea suficiente para hidratar la
guayusa y que se produzca la extraccién de los compuestos de interés. Una
vez establecidos estos parametros se procedid a determinar capacidad
antioxidantes y contenido de polifenoles por los métodos de ABTS y Folin-
Ciocalteu respectivamente. Concluyendo que los extractos con mayor
capacidad antioxidante y contenido de polifenoles en el caso de polvo de
hojas deshidratadas de guayusa son los extractos con menor concentracion,
mientras que para las hojas deshidratadas y trituradas de guayusa los
mejores extractos son los que tienen una mayor concentracion; esto se
establecio gracias a un analisis de varianza ANOVA simple con la prueba de
comparacion multiple (LSD) con el 95 % de confiabilidad; las variables
independientes fueron: concentracién de guayusa, temperatura, tiempo; y las
variables dependientes la capacidad antioxidante y contenido de polifenoles,
tanto para las hojas deshidratadas y trituradas como para el polvo de dichas



hojas. Al ser sometidos los extractos a diferentes temperaturas y mediante
los resultados expuestos, se puede concluir que los extractos realizados a
50 °C contienen una mayor estabilidad que los extractos sometidos a 20 °C,
a excepcion de los extractos de polvo de hojas deshidratadas de guayusa
en donde su capacidad antioxidante va disminuyendo con forme transcurre
el tiempo, esto se debe a que la temperatura ayuda a la saturacion rapida de
los extractos y afecta negativamente a la extraccion por la mayor exposicion
de las particulas a la superficie y los tiempos prolongados a los que fueron

realizados.



ABSTRACT

Guayusa (llex guayusa Loes) is a tree of long and wide, serrated and solid
leaves. The natives belonging to the areas consider it a sacred plant that
contains myths and different Amazonian cultural traditions which idealize it as
a source of life, due to a variety of energy and medicinal properties such as
nerve and muscle stimulant, digestive, stomach and intestines cleaning
properties, also anti-inflammatory and infertility applications. In this research,
guayusa dried leaves were used as samples in two forms, crushed and dust;
the samples provided by the company Runatarpuna located in the area of
Archidona, Tena were treated with different processes for their extraction. To
obtaining leaves aqueous extracts of crushed powder guayusa leaves two
temperatures were performed 20°C and 50°C, applied over a lapse of time of
4 hours in different formulations. These formulations were established after
preliminary trials in which it was determined that the amount of water is
sufficient to hydrate and guayusa extraction of compounds of interest is
produced. Once these parameters we proceeded to determine antioxidant
capacity and polyphenol content by the methods of ABTS and Folin-
Ciocalteu respectively. Concluding that the extracts with higher antioxidant
and polyphenol content in the case of powdered dried leaves of guayusa
capacity are extracts with lower concentration, whereas for dehydrated and
crushed guayusa leaves the best extracts are those with a higher
concentration; this thanks to a single ANOVA analysis of variance with
multiple comparison test (LSD) with 95% confidence was established; the
independent variables were: guayusa concentration, temperature, time; and
the dependent variables antioxidant capacity and polyphenol content for both
dried and crushed to dust sheets such sheets. When subjected extracts at
different temperatures and using the results shown, it can be concluded that
extracts made at 50 ° C containing greater stability extracts subjected to 20 °
C, except for dust extracts dried leaves guayusa where its antioxidant
capacity decreases with forme time elapses, this is because the temperature

helps rapid saturation of the extracts and negatively extraction affects the

Xi



increased exposure of the particles to the surface and prolonged the they

were made.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad las industrias han adoptado la idea de rescatar alimentos y
productos autoctonos del Ecuador, con el fin de incrementar a su dieta diaria
alimentos més saludables favoreciendo a una buena nutricion; para ello las
empresas alimenticias se han basado en el conocimiento ancestral de las
poblaciones indigenas amazoénicas ya que son las poblaciones que se
encuentran mas intimamente relacionadas con la naturaleza (Gallegos,
2014).

El género llex estad presente en las regiones tropicales y subtropicales del
continente americano e incluso en Oceania, se calcula que posee mas de
500 especies. El subgénero Euilex es el mas extenso, puesto que incluye
varias especies en las zonas tropicales distribuidas en Colombia, Ecuador,
Brasil, Uruguay, Paraguay y el norte de Argentina (Caranqui & Humanante,
2010).

La guayusa (llex guayusa Loes) es una planta originaria de la selva de la
Amazonia ecuatoriana, principalmente en las provincias de Sucumbios,
Napo, Pastaza, Morona Santiago y Zamora Chinchipe, presenta varias

propiedades nutricionales y energéticas (Collaguazo, 2012).

Mediante estudios quimicos realizados se ha determinado que las hojas de
guayusa contienen aminoacidos esenciales necesarios para mantener una
buena salud, cuentan con una alta actividad antioxidante incluso mayor al de
té verde comercial, y cantidades de cafeina superiores a las del café y el té,
ademas estas hojas contienen otros componentes como: Taninos derivados
del catenol esteroides, quinonas, alcaloides tipo cafeina, flavonoides, aceites

esenciales, triterpenos (Pacha, 2012).

Los antioxidantes a mas de aportar con caracteristicas organolépticas a los

alimentos proporcionando el sabor que los identifica y ayudando a preservar



la calidad nutricional de los productos que los contienen, estos ayudan a que
las personas que los consumen gocen de una buena salud (Marcillo, 2015).

Los polifenoles son compuestos bio-sintetizados por las partes de las plantas
y confieren una propiedad antioxidante, los polifenoles que tienen
mayormente esta actividad antioxidante se encuentran en alimentos como

las frutas, verduras y ciertas infusiones y bebidas naturales (Valls, 2008).

Todos los derivados quimicos propios de la planta adquieren el nombre de
productos naturales, estos son explotados por las personas para combatir
muchas enfermedades, dolencias e infecciones. Gracias a ello varias
entidades interesadas por el desarrollo internacional proponen incrementar
el estudio de productos naturales en paises menos desarrollados con el fin
de generar una mayor produccion econdémica y social y ambiental (Fim,
2010).

De esta manera, el enfoque de la presente investigacion es determinar los
componentes nutricionales de las hojas de guayusa deshidratada, cultivada
y procesada en la empresa Runatarpuna, con el fin de generar nuevos

descubrimientos y nuevos productos alimenticios.

Se planteé como objetivo general estudiar la capacidad de antioxidantes y
contenido de polifenoles en la extraccion acuosa de hojas de guayusa (llex
guayusa Loes) deshidrata. Para esto se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

- Determinar las caracteristicas fisicoquimicas y el contenido de
polifenoles y antioxidantes en la materia prima.

- Establecer el proceso de extraccibn acuosa a través de la
determinacion de contenido de antioxidantes y polifenoles.
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2. MARCO TEORICO

2.1. GENERALIDADES

La Guayusa (llex guayusa Loes) es un arbol de hojas largas y anchas,
dentelladas y solidas, ver en la Figura 1. Varios autores le denominan té

americano o mate ecuatoriano (Bottasso, 1993).

Figura 1. Hojas de guayusa

(Premo, 2011)

El género llex esta presente en las regiones tropicales y subtropicales del
continente americano e incluso en Oceania, se calcula que posee mas de
500 especies. El subgénero Euilex es el mas extenso, puesto que incluye
varias especies en las zonas tropicales distribuidas en Colombia, Ecuador,
Brasil, Uruguay, Paraguay y el norte de Argentina (Caranqui & Humanante,
2010).

llex guayusa Loes pertenece a la familia Aquifoliaceae y es reconocida
comUnmente como: guayusa, aguayusa, guafiusa, guayusa, wayusa,
huayusa. Dentro de la Amazonia ecuatoriana es identificada frecuentemente
como guayusa (Radice & Vidari, 2000), una de las principales caracteristicas



de las hojas de guayusa es su alto contenido en cafeina (Pacha, 2012;
Bottasso, 1993).

Los nativos pertenecientes a las zonas en las que se cultiva dicha planta la
consideran como una planta sagrada que encierra muchos mitos y
tradiciones, las diferentes tradiciones culturales amazoénicas la idealizan
como una fuente de vida, pues sus hojas contienen una gran variedad de
propiedades energéticas y medicinales, esto se remota desde épocas muy
lejanas, por lo que constituye uno de los rituales mas importantes para
muchos pueblos amazoénicos, un ejemplo es el caso de los jibaros ya que
suelen usar el agua de guayusa como bienvenida para turistas y para las
diferentes festividades, pues tienen la creencia de que las personas que
prueban esta bebida se quedaran eternamente en esas tierras amazonicas
(Arias & Gualli, 2013; Quiroz, 2013).

2.1.2. DATOS TAXONOMICOS

Los datos taxondmicos de la guayusa se exponen en la Tabla 1:

Tabla 1. Taxonomia de la Guayusa

Clase Equisetopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden Asteranae
Orden Aquifoliales Senft
Familia Aquifoliaceae Bercht. & J. Presl|
Género llex L.

(Caranqui & Humanante, 2010)

2.1.3. DATOS MORFOLOGICOS

Los datos morfoldgicos de la planta en estudio se muestran en la Tabla 2:



Tabla 2. Morfologia de la planta de guayusa

Morfologia Descripcién
Nombre Mas usado en Ecuador como guayusa
Habitat Las zonas tropicales y subtropicales de la region andina
Tamafio Promedio de hasta 10 m de altura y un diametro a la altura del
pecho de 50-80 cm.
Fruto Baya globosa de casi 1 cm de ancho y color verde
Flor Corola blanco verdosa, pétalos obtusos, estambre con mismo

ndmero de pétalos, anteras oblongas, ovario subgloboso y
posee usualmente de 4 a 6 cavidades

Hojas Color verde oscuro, de 15-21 cm de largo

Tronco Cuentan con un fuste bifurcado con una corteza blanca y
textura lisa, sus ramas son extendidas y flexibles

(Radice & Vidari, 2000)

2.1.3. VARIEDADES DE LA GUAYUSA

Dentro del género llex se presentan aproximadamente 500 especies a nivel
de América. Ecuador es caracterizado por ser uno de los paises de mayor
produccién de guayusa del género llex guayusa Loes, sin embargo, dentro
de la region oriental amazonica existen también otras variedades, como se

muestran en la Tabla 3 (Caranqui & Humanante, 2010).

Tabla 3. Principales variedades del género llex

Tipos Caracteristicas de las Usos
hojas
llex guayusa Color: verde oscuro Bebida
Largo: 15-21 cm Estimulante del sistema
Ancho: 5-7 cm nervioso central, emético
Forma: oblonga-eliptica
llex vomitoria Color: verde claro
Largo: 1-4, 5 cm
Ancho: 1-2 cm Emeético
Forma: oval- eliptica
llex paraguariensis Color: verde oscuro Bebida
Largo: 7- 11 cm Estimulante del sistema
Ancho: 3-5.5cm nervioso central
Forma: oval

(Arias & Gualli, 2013)




2.1.4. ZONAS DE PRODUCCION

El género llex esta presente en las regiones tropicales y subtropicales del
continente americano e incluso en Oceania (Tuquinga, 2013), dentro del
Ecuador, de acuerdo a los registros del Herbario Loja (1997), la guayusa se
encuentra en las provincias de Sucumbios, Napo, Morona Santiago Yy
Zamora Chinchipe, ademas de estas provincias también se registran en

Pichincha y Tungurahua (Collaguazo, 2012).

La guayusa tiene la capacidad de crecer en valles, laderas de montafia,
terrenos planos, e incluso huertos y pastizales, esta se desarrolla a
temperaturas entre 18 a 26 °C, a una altitud entre 400 y 600 msnm y una
humedad de 70 % (Quiroz & Quishpe, 2013). En suelos jovenes de
meteorizacién reciente y de estado intermedio de textura arenosa con
problemas de drenaje, adaptandose de esta manera a suelos humedos
como secos, tolera suelos compactos aunque prefiere suelos drenados y

fértiles (Collaguazo, 2012).

Al género llex guayusa se la puede encontrar en los siguientes tipos de

vegetacion (Collaguazo, 2012):

- Bosques siempre verdes de tierras bajas

- Bosque siempre verde de tierras bajas inundable por aguas blancas
- Bosque inundable de palmas de tierras bajas

- Bosque siempre verde piemontano

- Bosque siempre verde montano bajo

2.1.5. PROPIEDADES DE LA GUAYUSA

Desde la antigledad los nativos amazonicos ecuatorianos han consumido la
guayusa en forma de infusién o te refrescante y tonificante, con efectos
semejantes al té asiatico o al mate paraguayo- argentino debido al contenido
de xantinas en especial la cafeina (Pacha, 2012). La guayusa tiene



propiedades para mejorar la salud, como estimulante, afrodisiaco o a su vez
para diferentes rituales, a continuacion se citan algunas propiedades que
atribuye esta planta (Arias & Gualli, 2013; Pacha, 2012; Tuquinga, 2013):

- Estimulante nervioso y muscular

- Digestivo y ayuda a limpieza de estdbmago e intestinos

- Expectorante

- Se ha evidenciado que es un posible reductor de glucosa
- Regulador de la presion arterial y fortificante de la sangre
- Diurético

- Actua como anti inflamatorio

- Contra la infertilidad

2.1.6. COMPOSICION NUTRICIONAL

Mediante estudios quimicos realizados se ha determinado que las hojas de
guayusa cuentan con una alta actividad antioxidante incluso mayor al de té
verde comercial, y cantidades de cafeina superiores a las del café y el te,
segun Tuquinga (2013) y Pacha (2012), han determinado que las hojas de
guayusa contienen nutrientes necesarios para mantener una buena salud,

tales como:

- Cafeina (hasta un 2 %)

- Derivados de &cido clorogénico
- Taninos derivados del catenol

- Esteroideos

- Quinonas

- Saponinas

- Triterpenos

- Lactonas

- Flavonoides

- Teobromina

- Piridoxina



- Riboflavina

- Acido nicotinico
- Acido ascorbico
- Colina

- Acido isobutirico

2.2. EXTRACCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

La extraccidn es la técnica mas utilizada para separar un compuesto
organico de una mezcla de reaccion o para aislarlo de sus fuentes naturales,
como se muestra en la Figura 2, al compuesto organico se lo puede distribuir
entre dos liquidos inmiscibles, generalmente uno acuoso y otro organico, por
lo que se distribuye en una fase extracto y una fase acuosa, los extractos

pueden ser de tejido vegetal o animal (Corcuera & Eceiza, 2009).

El proceso de extraccion se lo realiza con el propdsito de obtener un
concentrado de la muestra de interés, donde se consigue por lo menos dos
componentes: una solucion extraida en su disolvente (solucién extractiva) y

un residuo (Amaya, 2013).
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Figura 2. Obtencion de extracto etandlico

(Espitia, 2011)

2.2.1. METODOS

Existen diferentes métodos de extraccion que se aplican dependiendo de la
naturaleza del soluto que se desea obtener, a continuacion se muestran los

diferentes métodos de extraccién para la obtencion de extractos:

2.2.1.1. Extraccion Mecanica

La extraccion por método mecanico se la divide en dos tipos: por expresion,
en el cual la planta fresca se introduce en una prensa hidraulica y se la
exprime hasta obtener su jugo; y por incisiones, que se aplica para material
vegetal exudados o productos que brotan en gran cantidad al realizar

incisiones o cortes a la planta viva (Dominguez, 2013).



- Destilacién

Este método se lo realiza por arrastre de vapor y permite la obtencion de
aceites esenciales, estos aceites son productos grasos concentrados por
compuestos quimicos aromaticos volatiles y de estructura compleja, en su

mayoria contienen bajo peso molecular (Dominguez, 2013).

Termaornstoo

Cabazs de
destilacion

Refngerante

Alargaden

f E Reciienia
I} colector

Figura 3. Proceso de destilacion simple

(Fernandez, 2012)

2.2.1.2. Extraccion con Disolventes

La extraccion con disolventes es el método mas usado a nivel de laboratorio
para la obtencién de extractos de tejido animal y vegetal en estado seco,
consiste en solubilizar el principio activo y obtener un extracto liquido y el

material vegetal sobrante o bagazo (Dominguez, 2013).
Generalmente tienen un disolvente que puede ser:

- Agua
- Mezclas hidroalcoholicas
- Propilenglicol

- Disolventes organicos
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Extraccion Discontinua con disolventes.- En donde se sumerge el
componente en el disolvente, difundiéndose por todo el disolvente los
principios activos del componente hasta lograr un equilibrio, los métodos que

se realizan mediante este tipo de extraccion son (Dominguez, 2013):

- Maceracioéon
- Digestion
- Infusién

- Decoccién

|—~—=mmgs——————————> Muestra

Solvente

1 Extracto

Figura 4. Extraccion discontinua con disolvente

(General, 2012)

Extraccion continta con disolventes.- En este caso el disolvente que se
usa para la extraccion se hace pasar por la muestra, de esta manera arrastra
los principios activos que se encuentran a su paso, este método permite
extraer casi por completo todos los compuestos quimicos presentes en el

componente en estudio (Dominguez, 2013).

Los solventes mas usados para este tipo de extraccion son los siguientes
(NCEPI, 1996):

- Dibxido de carbono liquido
- Butano
- Acetona
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- Hexano

- Propano

- Trietilamina
- Metanol

- Eter dimetilico
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ey Sy For

2 o -\L':I - \:Jf::_.-"

# : +

==
SOLVENTE l S0LYVENTE
— DRIGIMAL ’ soLto I EXTRACTOR

Figura 5. Extraccion continta con disolvente

(Escobar, 2011)

2.2.2. TIPOS DE EXTRACCION DE COMPUESTOS BIOACTIVOS

Segun Amaya (2013), existen extractos que pueden actuar solos o
mezclados entre si en proporciones determinadas, entre estos tenemos:

extractos acuosos, alcohdlicos, hidroalcohdlicos y etéreos.

2.2.2.1. Extraccién acuosa

La extraccion acuosa se refiere al material soluble que se extrae de la
muestra mediante la aplicacién de agua en punto de ebullicién, la extraccién
del material soluble se lo realiza mediante reflujo, filtracién, evaporacién del

filtrado de sequedad y pesaje del residuo (Covenin, 2002).

Una de las desventajas de los extractos acuosos es la limitacion en la
estabilidad la misma que es corregida mediante el empleo de otras
sustancias disolventes tales como alcohol etilico. Mediante investigaciones

se ha determinado que las mezclas de alcohol etilico y agua consiguen
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extractos que conservan sus propiedades durante un tiempo mas
prolongado, a este tipo de extractos se los llama “extractos Alcohdlicos”
(Mendive, 2011).

2.2.2.2. Método de Coccion

Mediante el método por coccidén se realiza una mezcla del componente a
realizar la extraccion con agua y se lo lleva a ebullicion por un determinado
tiempo, generalmente por 10 minutos, obteniéndose asi el extracto acuoso
en donde se encuentran todos los metabolitos solubles que contiene el

componente a extraer (Venegas, 2012).

2.2.2.3. Método de Infusién

En el caso del método por infusion primero se prepara la muestra y después
se vierte agua caliente sobre esta y se deja en reposo durante 5 minutos,
una vez culminado este proceso se obtiene el extracto acuoso con los

metabolitos solubles (Venegas, 2012).

En base a estudios realizados se determiné que el extracto de la yerba mate
(familia de llex guayusa Loes) se puede realizar mediante dos diferentes
métodos infusion, tomando como base los métodos habituales para su
consumo, el primer método se lo determina como mate cocido,
procedimiento que fue explicado en el punto sobre método de coccién vy el
segundo método es por cebadura, que se lo explican con mas detalle a

continuacion (Chaves, Maiocchi, Sgroppo, & Avanza, 2002):

- Infusién cebadura.- Este tipo de infusién se realiza de la manera
mas similar a la preparacion comun del mate, en donde se toma 50 g
de yerba con 50 ml de agua destilada a 80°C durante un minuto y por

altimo se filtra al vacio y se mide el volumen de la cebadura (Chaves,
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Maiocchi, & Avanza, Actividad Antioxidante de infusiones de llex

dumosa, 2001)

- Infusién total.- Para este método se toma 1 g del material de la

infusién por cebadura con 250 ml de agua destilada y se deja en

ebullicibn durante 15 minutos, una vez transcurrido este tiempo se

filtra y se toma el volumen resultante (Chaves, Maiocchi, Sgroppo, &

Avanza, 2002).

2.2.3. PARAMETROS

En la obtencion de extractos es muy importante establecer parametros para

lograr una estandarizacién del proceso garantizando de esta manera la

calidad, rendimiento, seguridad y eficacia del producto (Pérez, 2015). En la

Tabla 4 se muestran ciertos de estos parametros para realizacion de

extractos:
Tabla 4. Parametros para realizar extracciones
Pardmetros Condiciones
Naturaleza quimica de la materia prima | Saber las caracteristicas del metabolito o
vegetal compuesto quimico a extraer

Seleccion del solvente

Determinar el tipo de solvente a emplear, el
solvente optimo serd el que logre un mayor
rendimiento del compuesto a extraer

Relacién sélido- liquido

Sera la cantidad adecuada en la que se
logre mayores rendimientos de extraccién

Tamario de la particula del sélido

El tamafio de la particula depende del éxito
del proceso de lixiviacibn, a mayor
superficie mayor contacto entre la muestra y
el disolvente

Temperatura

Temperaturas elevadas favorece la
extraccion, teniendo en cuenta si la muestra
es termolabil o volatil

Velocidad de agitacion vy
extraccion

tiempo de

Los valores 6ptimos son aquellos que logran
extraer un mayor rendimiento del producto.
El tiempo de contacto es directamente
proporcional a la capacidad del disolvente
para alcanzar el equilibrio de
concentraciones

Viscosidad del medio

No es conveniente seleccionar solventes de
viscosidad relativamente alta

(Pérez, 2015)
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2.3. RADICALES LIBRES

El cuerpo humano esta formado por células, y estas compuestas de
moléculas, las mismas que estan conformadas por atomos unidos por
enlaces quimicos. Estos enlaces quimicos se dan gracias a los protones y
electrones pertenecientes a los atomos que orbitan a su alrededor, los
electrones pueden compartirse con otros atomos para conseguir una
estabilidad maxima, tal como se muestra en la Figura 6. Al momento que se
forma un enlace débil (electron sin pareja), se forma un radical libre
(Vasquez, 2013).

020

O=O

Figura 6. Neutralizacién del radical libre por un antioxidante

(Criado & Moya, 2009)

Los radicales libres son muy inestables, por lo que reaccionan con otras
moléculas para captar o ceder electrones, solo asi logran estabilidad, pero a
su vez desequilibran a la otra molécula de la cual roban el electron faltante,
produciendo una cascada de radicales libres, hasta que invaden una célula
viva. El radical libre mas abundante es el oxigeno que tiene dos electrones
no apareados, afortunadamente este radical a pesar de ser el mas comun

es muy débil (Hernandez & Sastre, 1999).

Los radicales libres se pueden producir tanto en el interior de las células
como en el exterior, diseminandose por todo el organismo, dafando
principalmente el tejido conjuntivo, proteinas, enzimas, lipidos, membranas

celulares, fibras de coldgeno, ADN y ARN; produciendo enfermedades
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degenerativas como el cancer, enfermedades cardiovasculares y

cerebrovasculares (Zamora, 2007).

La acumulacién de radicales libres dentro del organismo puede ocasionar
problemas en la salud, estos son producidos por contaminantes externos
como humo de cigarrillo, mala alimentacion, hidrocarburos aromaticos
polinucleares, aldehidos, o a su vez por el consumo de acidos grasos trans
(Finkel, 2003).

2.4. ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes son un grupo muy amplio de sustancias presentes de
manera natural en alimentos de origen vegetal en especial frutas, vegetales,
nueces, vino tinto y jugos presentes en la dieta, estos ayudan a evitar la
oxidacion de sustancias que puedan provocar alteraciones fisiolégicas, sus
bajos niveles pueden inhibir las enzimas antioxidantes causando estrés
oxidativo y produciendo reacciones creadoras de radicales libres, lo cual

pueden dafiar o matar células (Padilla, Rincén, & Rached, 2008).

Los antioxidantes presentes en los diferentes alimentos son los portadores
del sabor y caracteristicas organolépticas que los identifican, asi como
también contribuyen a la preservacion de la calidad nutricional. EI consumo
de estos alimentos ayudan a mantener una buena salud convirtiéndose en
una de las formas mas efectivas de minorar el riesgo de desarrollo de
enfermedades cronicas que afectan la calidad de vida de la poblacion
mundial (Zamora, 2007).
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2.4.1. ANTIOXIDANTES PRESENTES EN LA GUAYUSA

Segun Marcillo (2015) se ha demostrado que los antioxidantes y polifenoles
presentes en la guayusa cuentan con diferentes caracteristicas, entre ellas

tenemos:

- Tanto la piridoxina, riboflavina, acido ascorbico, colina y teobromina,
presentan solubilidad en agua, una estabilidad frente a exposiciones
al aire y calor, siempre que se proteja de la luz y humedad, excepto el
acido ascorbico el cual presenta sensibilidad a exposiciones elevadas
de temperatura, otra caracteristica fundamental de estos
antioxidantes es que presentan una baja toxicidad.

- Los polifenoles presentes en la guayusa tales como flavoniodes y
taninos presentan una alta solubilidad en agua, bajo peso molecular y

una estructura de caracter polifendlico.

2.4.2. CLASIFICACION DE LOS ANTIOXIDANTES

- Endogenos

Los antioxidantes enddgenos son normalmente bio-sintezados por el
organismo, es decir fabricados por la misma célula con una actividad

enzimatica, dentro de este grupo se tiene (Criado & Moya, 2009):

- Glutation

- Coenzima Q

- Acido tioctico

- Enzimas:
o Superoxidodismutasa (SOD)
o Catalasa

o Glutation peroxidasa
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- Exoégenos

Los antioxidantes exdgenos son aquellos que ingresan en el organismo a
través de la dieta o de suplementos con formulaciones antioxidantes, estos

tienen una actividad no enzimatica y son (Criado & Moya, 2009):

- Vitamina E

- Vitamina C

- Betacaroteno
- Flavonoides

- Licopeno

2.4.3. FUNCIONES DE LOS ANTIOXIDANTES

Las defesas antioxidantes consiste en evitar la reduccion del oxigeno
mediante sistemas enzimaticos y no enzimaticos, estos evitan la oxidacion
de sustancias que ocasionan alteraciones fisiolégicas (Hicks, Torres, &
Sierra, 2006).

2.4.3.1. Funcién antioxidante enziméatico

Los sistemas enziméticos son establecidos por un grupo de enzimas
especializadas en inactivar por diferentes mecanismos a las especies
reactivas de oxigeno en la Tabla 5 se describen las funciones los diferentes

antioxidantes enzimaticos (Hicks, Torres, & Sierra, 2006):
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Tabla 5. Funcién y localizacién de diferentes antioxidantes enzimaticos

Antioxidante enzimatico Localizacién Funcién Fisiologica

Superéxido Dismutasa Citoplasma y miticondria Dismuta radicales
superoxido

Glutation Peroxidasa Citoplasma y miticondria Elimina el peréxido de
hidrégeno y los
hidroperéxidos organicos

Catalasa Citoplasma y miticondria Elimina peréxido de
hidrogeno

(Zamora, 2007)

2.4.3.2. Funcién antioxidante no enzimatico

Las funciones de los antioxidantes no enzimaticos son esenciales para la

defensa contra el dafio oxidante debido a que actian como cofactores de las

enzimas antioxidantes (Hicks, Torres, & Sierra, 2006), en la Tabla 6 se

muestran las funciones de los antioxidantes no enzimaticos:

Tabla 6. Funcion de antioxidantes no enzimaticos

Antioxidantes no enzimaticos

Funcion Fisioldgica

Vitamina E

Principal antioxidante presente en la
membrana celular

Vitamina C Efecto eliminador de radicales y recicla la
vitamina E

Acido urico Su efecto es eliminar los radicales hidroxilo

Glutation Tiene varios efectos con la defensa
antioxidante celular

Acido lipoico Antioxidante eficaz, y es un sustituto eficaz

del glutation

Carotenoides

Antioxidante de lipidos

Bilirrubina Producto del metabolismo del grupo hem de
la  hemoglobina y tiene un efecto
antioxidante a nivel extracelular

Ubiquinonas Derivado de quinonas lipidicas solubles,

cuyas formas reducidas tienen efectos como
antioxidantes

(Zzamora, 2007)
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2.4.4. FUENTES DE ANTIOXIDANTES EN ALIMENTOS

Existe una gran variedad de alimentos que cuentan con una fuente rica en

antioxidantes, estos alimentos se muestran en la Tabla 7:

Tabla 7. Fuentes de antioxidantes en los alimentos

Antioxidantes

Fuente alimentaria

Vitamina E

Fuentes més importantes

Aceites vegetales, germen
de trigo, almendras,
avellanas, nuez, mani

Otras fuentes importantes

Papas frescas, aguacate,
apio, frutas, pollo, pescado

Vitamina C

Frutas

Limon, naranja, guayaba,
mango, kiwi, fresa, papaya,
pifia, mora

Verduras

Tomate, verduras de hojas
verdes, brécoli, coliflor,
repollo, lechuga

Caroteniodes

Betacaroteno

Verduras y frutas amarillas y
anaranjadas, verduras verde
oscuro

Alfacaroteno

Zanahoria

Licopeno

Tomate

Lutepina y Zexantina

Verduras de hoja verde
oscuro, brécoli

Beta criptoxantina

Frutas citricas

Selenio

Carnes, pescados y
mariscos. Cereales, ajo,
champifiones y esparragos

Zinc

Carne, embutidos, paté,
higado, almendras,
avellanas, huevos, leche y
derivados lacteos, cereales
y legumbres

Hierro

Melocotones, sésamo,
legumbres, cereales,
germen de trigo, higado,
almendras, mejillones y
almendras

Magnesio

Frutos secos, cereales y
legumbres

Coenzima Q10

Carne, visceras, pescado,
sardinas, cacao, aceite de
soja y cacahuates

Glutation

Frutas y verduras

Cobre

Cerdo, pato, salmén,
higado, corazon, rifion,
leche de soja, semillas,
leche chocolatada

(Criado & Moya, 2009)
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2.5. POLIFENOLES

Los polifenoles cuentan con una estructura basica en la que confiere su
capacidad para actuar como captadores de radicales libres. El tipo de
compuesto, el grado de metoxilacion y el nimero de grupos hidroxilo son
alguno de los pardmetros que determinan esta actividad antioxidante, los
compuestos con mayor actividad son aquellos que tienen una estructura
flavonoidea, segun Valls (2008), hoy en dia se conocen mas de 5000

flavonoides, entre ellos tenemos a los méas importantes:

- Flavonoles
- Antiocianinas
-  Flavonas

- Flavononas

Los compuestos fendlicos son uno de los grupos mas grandes de sustancias
no energéticas presentes en los alimentos de origen vegetal, la capacidad de
los polifenoles de modificar la actividad enzimética, para interferir en
mecanismos de sefializacion y en distintos procesos celulares, se debe a las
caracteristicas fisicoquimicas de este tipo de compuestos, lo que permiten
interactuar en las diferentes reacciones metabdlicas celulares de Oxido-

reduccion (Quifiones, 2012).

Los flavonoides y antiocianinas se encuentran en grandes cantidades en
bayas como son los ardndanos, flavonoles presentes en frutos, vegetales y
flores, flavonas en perejil y tomillo, flavononas en citricos, isoflavonas en
soja y flavonoles mono y polimpericos en el té, proantocianidinas delas
bayas, en el vino y chocolate (Jing, Bomser, Schwartz, Magnuson, & Giusti,
2008)

En el reino vegetal podemos distinguir cuatro grupos de compuestos
fitoquimicos: sustancias fendlicas, sustancias terpénicas, sustancias
azufradas y sustancias nitrogenadas (alcaloides). Entre estos constituyentes

los polifenoles tienen mayor importancia como constituyentes de frutas y
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hortalizas, los alimentos derivados con relevancia en la alimentacion
humana, por lo general los polifenoles se encuentran en todos los alimentos
de origen vegetal (Barberan, 2003). En la Tabla 8 se muestra las principales

fuentes de polifenoles:

Tabla 8. Principales fuentes alimenticias de polifenoles

Flavoniodes/ Compuestos Principales fuentes
Grupo alimentarias
Cianidina, delfinida, | Los berries de color rojo,
malvidina, pelargonidina, | azul y purpura; las uvas
Antocianinas peonidina, petunidina rojas y moradas; manzana

roja, el vino tinto.

Monémeros (catequinas): | Catequinas: té verde, cacao,

catequina, epicatequina, | uvas, berries, manzanas.

apigalocatequina, Teaflavinas, tearubiginas: Té
Flavoniodes apicatequingalato, negro y Oolong.

apigalocatequingalato. Proantocianidinas:  cacao.

Manzanas, berries, uvas
rojas, vino tinto

Dimeros y polimeros:
Teaflavinas, tearubiginas,
proantocianidinas.

Hesperetina,  naringenina, | Frutas citricas y sus jugos

Flavanonas eriodictiol. (naranjas, pomelos, limones)
Quercetina, quempferol, | Cebolla amarilla, cebollin,
miricetina, isoramnetina col rizada, brocoli,

Flavonoles manzanas, berries, té.
Apigenina, luteolina Perejil, tomillo, apio, aji,

Flavonas orégano.
Daidzeina, genisteina, | Soja, alimentos de soja, las

Isoflavonas gliciteina leguminosas.

(Asturnatura, 2015)

2.6. CAFEINA

La cafeina es una sustancia alcaloide que se encuentra en el grupo de las
xantinas, tiene un sabor amargo y de color blanco, una de sus
caracteristicas principales es que sirve como estimulante nervioso y

eliminacién de somnolencia en el cuerpo humano, asi como también sirve de
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diurética, relajante muscular y antioxidante en personas que consumen dosis

racionadas de este componente (Pacha, 2012).

Las plantas que tienen con este componente, tanto en semillas, hojas y
frutos, la cafeina actia como pesticida natural paralizando y matando a

insectos que se alimentan de las mismas (Pacha, 2012).

2.6.1. CAFEINA PRESENTE EN LA GUAYUSA

Una de las caracteristicas principales de la cafeina es la solubilidad en
disolventes organicos y poca solubilidad en agua fria. Gracias a este
comportamiento tanto la cafeina, taninos y derivados de flavona pueden ser
sometidos a métodos de extraccibn a elevadas temperaturas (Carral,
2011).

Estudios realizados en hojas de guayusa demuestran que tienen un
contenido de cafeina hasta un 2 % en peso seco, lo que significa que
posee un contenido de cafeina mas elevado que en el café y té (Torres,
2013).
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3. METODOLOGIA

3.1. MATERIA PRIMA

Se utilizé hojas deshidratada de guayusa, en dos presentaciones, triturada y
polvo; las muestras fueron tratadas con diferentes procesos para su
obtencién. Estas fueron proporcionadas por la empresa Runatarpuna

ubicada en la zona de Archidona, Tena.

Las hojas deshidratadas fueron procesadas y analizadas en el laboratorio de

guimica analitica de la Facultad de Ciencias de la Ingeniera.

3.2. CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LA MATERIA
PRIMA

Para determinar la caracterizacion fisico-quimica de las hojas deshidratadas
de guayusa trituradas y en polvo, se realizaron los analisis mostrados en la
Tabla 9, dichos andlisis fueron realizados en el laboratorio
MULTIANALITYCA.

Tabla 9. Andlisis fisico-quimico y métodos realizados en la caracterizaciéon de hojas
deshidratadas de guayusa trituradas y en polvo

PARAMETRO METODO
Humedad (%) AOAC 920.10
Cenizas (%) AOAC 923.03
Cenizas insolubles en &cido (%) INEN 1118
Cenizas solubles en agua (%) INEN 1119
Alcalinidad de las cenizas solubles en agua INEN 821
(como KOH), (%)
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3.3. PROCESO DE EXTRACCION

Los extractos acuosos de hojas trituradas y polvo de guayusa se realizaron
a 20 °C y 50 °C; con las formulaciones que se presentan en la Tabla 10.
Estas formulaciones se obtuvieron luego de realizar pruebas preliminares en
las que se determiné que la cantidad de agua sea suficiente para hidratar la
guayusa y que se produzca la extraccion de los compuestos de interés.

Se coloco la muestra de guayusa y el agua a la temperatura correspondiente
y se agito durante 10 minutos para permitir la hidratacién de las hojas y se
tomé la primera alicuota de 10 ml; el extracto se colocé en un bafio maria
con agitacion y se tomaron alicuotas de 10 ml a los tiempos 0, 30, 60, 120,
180, 240 minutos y se centrifugo durante 15 minutos a 4000 rpm y 4 °C.
Luego se recogio el sobrenadante y se procedio a realizar los andlisis.

Tabla 10. Formulacién, porcentaje de peso y temperatura a las que las hojas deshidratadas
de guayusa triturada y polvo fueron tratadas.

MUESTRA FORMULACION POI?SEEgg)AJE TEMPERATURA

HT 1.1 8.1 20

HT 1.2 8.8 20

HT 1.3 9.5 20

Hojas deshidratadas vy HT 1.4 10.1 20
trituradas de guayusa HT 2.1 8.1 50
HT 2.2 8.8 50

HT 2.3 9.5 50

HT 2.4 10.1 50

HP 1.1 6.2 20

HP 1.2 6.7 20

HP 1.3 7.2 20

. HP 1.4 7.7 20

Polvo de hojas HP 2.1 6.2 50
deshidratada de guayusa HP 2.2 6.7 50
HP 2.3 7.2 50

HP 2.4 7.7 50
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3.4. DETERMINACION DE ANTIOXIDANTES Y
POLIFENOLES

3.4.1. METODO ABTS

La capacidad antioxidante se determiné segun la metodologia desarrollada
por Re et al (1999) se utilizo el radical cationico ABTS. Se realiz6 la curva
patron con soluciones de TROLOX. Se realiz6 en un espectrofotdbmetro
marca Thermo Spectronic GENESIS 20.

En las muestras solidas se realizd una extraccion con solucién de metanol:
agua (50:50); mientras de las muestras liquidas se midieron directamente y

en algunos casos realizando diluciones con agua.

3.4.2. DETERMINACION DE POLIFENOLES

El contenido de polifenoles se determind aplicando el método desarrollado
por Géorge, S. et al. (2005) utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu y acido
Galico para realizar la curva de calibracion. Se realiz6 en un

espectrofotometro marca Thermo Spectronic GENESIS 20.

En las muestras solidas se realizdé una extraccién con solucion de acetona:
agua (70:30); mientras de las muestras liquidas se midieron directamente y

en algunos casos realizando diluciones con agua.

3.5. DETERMINACION DE CAFEINA

Para la determinacion de cafeina primero se obtuvo el mejor extracto, y se lo
llevo a analizar en el laboratorio MULTIANALITYCA, mediante el método
HPLC.
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3.6. DISENO EXPERIMENTAL

Los resultados fueron analizados utilizando el analisis de varianza ANOVA
simple con la prueba de comparacion multiple (LSD) con el 95% de
confiabilidad; las variables independientes fueron: concentracidon de
guayusa, temperatura y tiempo; y las variables dependientes la capacidad
antioxidante y contenido de polifenoles. El andlisis estadistico se realizé en

el programa Statgraphics version 16.1.15 (32-bits).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DE LAS HOJAS
DESHIDRATADAS DE GUAYUSA

4.1.1. HOJAS DESHIDRATADAS Y TRITURADAS DE GUAYUSA

Los datos de la Tabla 11 muestran los resultados de los analisis fisico-
quimicos realizados a las hojas deshidratadas y trituradas de guayusa, estos
datos son mostrados con los pardmetros minimos y maximos que establece
la Norma INEN 2381:2005 para cada item.

Tabla 11. Resultados de andlisis fisico-quimicos de las hojas deshidratadas y trituradas de

guayusa
Parametro Método Min Max Resultado
Humedad (%) AOAC 925.10 -- 12 5.67
Ceniza (%) AOAC 923.03 4 8 9.15
Ceniza insoluble en acido INEN 1118 -- 1 0.64
(%)
Ceniza soluble en agua INEN 1119 45 -- 97.34
(%)
Alcalinidad de las cenizas INEN 637 1 3 1.83
solubles en agua (como
KOH), %
Cafeina (%) HPLC 1 -- 2.38

Las hojas deshidratadas y trituradas de guayusa de la empresa Runatarpuna
cumplieron con los requerimientos establecidos en la norma INEN
relacionadas con el té, norma que se establecié como referencia ya que no
existe actualmente una norma especifica para hojas de guayusa. Todos los
requisitos fisico-quimicos se encontraron dentro de los parametros
establecidos excepto el porcentaje de ceniza, el cual se encuentra

ligeramente elevado, esto se debe a las caracteristicas morfolégicas que
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posee la guayusa y el método de deshidratacion de las hojas. Los resultados

se pueden apreciar en el Anexo I.

Torres (2013) menciona que las hojas de guayusa poseen hasta un 2 % de
cafeina, referencia que fue confirmada con los datos obtenidos acerca de los
analisis de contenido de cafeina, dando como resultado 2.38 % en las hojas
trituradas y deshidratadas de guayusa. Los resultados se presentan en el

Anexo Il.

4.1.2. POLVO DE HOJAS DESHIDRATAS DE GUAYUSA

En la Tabla 12 se presentan los resultados de los analisis fisico-quimicos
realizados al polvo de hojas de guayusa deshidratadas, con los parametros
minimos y maximos que establece la Norma INEN 2381:2005 para cada

item.

Tabla 12. Resultados de andlisis fisico-quimicos del polvo de hojas deshidratadas de

guayusa

Parametro Método Min Max Resultado
Humedad (%) AOAC 925.10 -- 12 3.07
Ceniza (%) AOAC 923.03 4 8 6.09
Ceniza insoluble en acido (%) INEN 1118 -- 1 0.73
Ceniza soluble en agua (%) INEN 1119 45 -- 99.67
Alcalinidad de las cenizas INEN 637 1 3 1.69

solubles en agua (como
KOH), %

Cafeina (%) HPLC 1 -- 2.57

El polvo de las hojas deshidratadas de guayusa obtenidas por la empresa
Runatarpuna cumpli6 con todos los requerimientos fisico-quimicos
establecidos en la norma INEN 2381:2005. Los resultados se pueden

observar en el Anexo lll.

En los resultados obtenidos se aprecia que existe un 2.57 % de contenido de

cafeina en el polvo de hojas deshidratadas de guayusa, resultado que
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concuerda con los datos obtenidos en los estudios quimicos realizados por
Tuquinga (2013), en los que se establece que la cantidad de cafeina
presente en las hojas de guayusa es superior al café o al té. Estos

resultados se pueden apreciar en el Anexo IV.

4.1.3. CONTENIDO DE CAFEINA DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS

El contenido de cafeina se determind en extractos acuosos con mayor
contenido de polifenoles, los mejores extractos se basaron en la temperatura
y concentracion de hojas de guayusa, de esta manera se los llevo a analizar
el contenido de cafeina y se obtuvo los resultados se muestran en la Tabla
13.

Tabla 13. Porcentaje de contenido de cafeina de los mejores extractos acuosos obtenidos

Muestra Temperatura (°C) Contenido de cafeina (%)
HT 1.4. 20 0.18
HT 2.4. 50 0.24
HP 1.1. 20 0.17
HP 2.2. 50 0.20

Estos resultados muestran que el contenido de cafeina disminuye
significativamente después de ser sometida a diferentes condiciones las
hojas de guayusa, sin embargo los extractos que fueron sometidos a 50 °C
contienen un mayor porcentaje de cafeina que los extractos expuestos a 20
°C. Arias y Gualli (2013) realizaron un estudio comparativo en donde
determinan que el aumento de temperatura contribuye a una mayor
extraccion de cafeina, referencia que concuerda con los resultados
obtenidos. Melo (2014) menciona que la diferencia de contenido de cafeina
entre la materia prima y el extracto obtenido se debe a la metodologia

utilizada y el envejecimiento de la hoja, ya que estudios han demostrado que
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las hojas jévenes contienen un mayor contenido de cafeina. Otro factor que
puede explicar el comportamiento de los resultados obtenidos es la
temperatura y el tiempo de extraccion. Los resultados se aprecian del Anexo
V al Anexo VIII.

4.2 ANALISIS DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE HOJAS
DESHIDRATDAS Y TRITURADAS DE GUAYUSA

En la Figura 7 se presenta la fraccion de capacidad antioxidante de los
extractos acuosos de hojas deshidratadas y trituradas de guayusa, la base
de calculo fue el resultado de capacidad antioxidante en el tiempo cero, aqui
se observa que al minuto 240 las formulaciones 2 y 4 presentan una mayor
fraccion de capacidad antioxidante con diferencia significativa (p<0.05) con
las formulaciones 1 y 3 que no presentan diferencia significativa entre ellas.
La formulacién 4 presenta la mayor fraccibn de capacidad antioxidante

(4.03), esto puede deberse a que posee un mayor contenido de guayusa.

4,2
3 37 /
g :§ 2,7 f / ¢— Formulacién HT 1.1
:g _§ 2,2 / / == Formulacién HT 1.2
S & 17 Formulacién HT 1.3
£ 12 _M == Formulacién HT 1.4
0,7
0 30 60 120 180 240
Tiempo min

Figura 7. Fraccién de la capacidad antioxidante de extracto acuoso de hojas deshidratadas
y trituradas de guayusa a 20 °C con respecto al tiempo.
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Figura 8. Valores de la capacidad antioxidante de extracto acuoso de hojas deshidratadas y
trituradas de guayusa a 20 °C con respecto al tiempo.

En la Figura 8 se muestra los valores de la capacidad antioxidante de las
diferentes formulaciones de los extractos acuosos de hojas deshidratadas y
trituradas de guayusa a 20 °C, dichos datos se muestran en el Anexo IX.
Valdés. et al. (2012) en su investigacion sobre actividad antioxidante de
algas y plantas marinas de la plataforma insular cubana mencionan que el
tipo de extracto asi como también la concentracion y la composicion influye
en la obtencion de las propiedades de la planta, datos que confirman con los
resultados obtenidos en el trabajo, ya que la capacidad antioxidante va
aumentando con forme aumenta el tiempo y la concentracion, la formulacién
HT 1.4 representa la mayor capacidad antioxidante debido a que es la

formulacién mas concentrada.
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Figura 9. Fraccion de la capacidad antioxidante de extracto acuoso de hojas deshidratadas
y triturada de guayusa a 50 °C con respecto al tiempo.

En la Figura 9 se presenta la fraccion de la capacidad antioxidante de hojas

deshidratadas y trituradas de guayusa a 50 °C, se puede observar a lo largo

del proceso las diferentes formulaciones se incrementan y presentan un

comportamiento similar sin presentar diferencia significativa entre ellas a lo

largo de todo el proceso.
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Figura 10. Comparacion de valores de la capacidad antioxidante de extracto acuoso de

hojas deshidratadas y trituradas de guayusa a 50 °C con respecto al tiempo.

La Figura 10 presentan los valores obtenidos de la capacidad antioxidante

del extracto acuoso de las hojas deshidratadas y trituradas de guayusa a 50
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°C dichos valores se expresan en el Anexo X. Monroy. et al. (2007) en su
investigacion sobre antioxidantes 1. chile ancho (Capsicum annum L.
Grossum sendt.) y romero (Rosmarinus officinalis L.) como fuentes naturales
de antioxidantes mencionan que la temperatura es una de las condiciones
importantes para obtener una mejor extraccion de la muestra, estos datos
concuerdan con los valores obtenidos ya que existe un aumento progresivo
de la capacidad antioxidante con forme transcurre el tiempo y la

concentracion de las formulaciones.
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Figura 11. Fraccion de capacidad antioxidante de extracto acuoso de hojas deshidratadas y
trituradas de guayusa (10.1% peso de guayusa) entre 20 °C y 50 °C

En base a los datos obtenidos sobre la capacidad antioxidante de los
extractos de hojas deshidratadas y trituradas de guayusa tanto a los 20 °C
como a los 50 °C se establece que con forme aumenta el tiempo y el
porcentaje de concentracion, existe una mayor obtencion de la capacidad
antioxidante, tal como se muestra en la Figura 11, en donde al minuto 30 la
capacidad antioxidante no presenta diferencia significativa entre las
diferentes temperaturas, mientras que en el minuto 240 los extractos si
presentan diferencia significativa (p<0.05), sin embargo su capacidad
antioxidante sigue aumentando con forme transcurre el tiempo. En la Figura
11 se puede observar que el extracto de mayor capacidad antioxidante es el

de mayor porcentaje de guayusa a 20 °C, ya que al minuto 30 presenta una
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fraccion de 1.15 y sigue aumentando hasta llegar al minuto 240 que presenta
una fraccion de 4.03; mientras que el extracto realizado a 50 °C a mayor
concentracion al minuto 30 contiene una fraccion de 1.54 y sigue
aumentando hasta el minuto 240 con una fraccion de 3.23. Monroy. et al.
(2007) en su investigacion sobre antioxidantes I. chile ancho (Capsicum
annum L. Grossum sendt.) y romero (Rosmarinus officinalis L.) como fuentes
naturales de antioxidantes, mencionan que la temperatura es una de las
variantes para obtencion de su capacidad antioxidante del extracto de la
planta, llevandolas a temperaturas no mayores de 35 °C. Datos que
concuerdan con el trabajo realizado ya que la mayor fraccién de capacidad
antioxidante se obtuvo a menor temperatura (20 °C), tomando como base el
resultado del tiempo cero, como se muestra en la Figura 11; sin embargo los
datos brutos sobre capacidad antioxidante reflejan que posee una mayor
capacidad antioxidante la formulacion a 50 °C, esto se debe a que existio
una mayor concentracion en el tiempo cero y continud progresivamente

hasta el tiempo final, tal como se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Comparacion de valores de capacidad antioxidante de extracto acuoso de hojas
deshidratadas y trituradas de guayusa (10.1% peso de guayusa) entre 20 °C y 50 °C.
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4.3 ANALISIS DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE POLVO
DE HOJAS DE GUAYUSA DESHIDRATADA

En la Figura 13 se muestra el comportamiento de las formulaciones de polvo
de guayusa deshidratada en agua a 20 °C, como base se tomo el resultado
obtenido en el tiempo cero. Se observa que existe un aumento de la
capacidad antioxidante a lo largo de toda la extraccion, al minuto 180 es
posible que exista una saturacion de los extractos por lo que la capacidad
antioxidante empieza a decaer. Sin embargo las formulaciones HP 1.2, HP
1.3 y HP 1.4 no muestran diferencia significativa entre ellas pero la
formulacion HP 1.1 si muestra diferencia significativa (p<0.05) con una

capacidad antioxidante mayor al resto.
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Figura 13. Fraccion de la capacidad antioxidante de extracto acuoso de polvo de hojas de
guayusa deshidratadas a 20 °C con respecto al tiempo.
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Figura 14. Comparacion de los valores de la capacidad antioxidante de extracto acuoso de
polvo de hojas de guayusa deshidratadas a 20 °C con respecto al tiempo.

La Figura 14 muestra los valores de capacidad antioxidante de extracto
acuoso de polvo de guayusa deshidratada a 20 °C. Datos que se encuentran
en Anexo Xl. La formulacion HP 1.1 representa los valores con mayor
capacidad antioxidante en comparaciéon al resto de formulaciones
obteniendo asi una mayor capacidad antioxidante, estos datos concuerdan
con los resultados obtenidos de Burneo (2010) en su investigacion sobre 12
especias vegetales nativas del sur de Ecuador entre ellas I. guayusa, donde
recalca que para obtener una mayor capacidad antioxidante vy
concentraciones elevadas de extracto, se debe utilizar una temperatura de
35 °C y las hojas reducidas en fracciones mucho mas pequefias con el fin de

lograr una penetracion de los solventes.
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Figura 15. Fraccion de la capacidad antioxidante de extracto acuoso de polvo de hojas de
guayusa deshidratadas a 50 °C con respecto al tiempo.

En la Figura 15 se muestra la fraccién de capacidad antioxidante del extracto
de polvo de guayusa sometido a 50 °C, donde existe un comportamiento
diferente de los extractos realizados a 20 °C. Como base se tomo el
resultado obtenido en el tiempo cero, aqui se observa que la capacidad
antioxidante de todos los extractos va disminuyendo significativamente, sin
embargo la formulacion HP 2.2 es la que posee mayor capacidad
antioxidante y presenta diferencia significativa (p<0.05) con el resto de
formulaciones al igual que la formulacion HP 2.4, excepto que esta contiene
una capacidad antioxidante inferior al resto. En este caso se puede decir que
la temperatura influy6 en la disminucién de la capacidad antioxidante de los
extractos, ya que como mencionan Monroy. et al. (2007) en su investigacion
sobre antioxidantes |. chile ancho (Capsicum annum L. Grossum sendt.) y
romero (Rosmarinus officinalis L.) como fuentes naturales de antioxidantes,
que la temperatura es una de las variantes para la obtencion de las
propiedades naturales de la planta, llevandolas a temperaturas no mayores
de 35 °C, y de esta manera mantenga todas sus propiedades nutricionales,
dato que se confirmd con los datos obtenidos en la Figura 15, donde la
formulacién 4 al minuto 30 posee una fraccién de 0.92 hasta llegar minuto
240 que tiene una fraccion de 0.43, asi como tambien en la Figura 16 se
puede apreciar los valores brutos obtenidos a 50 °C donde se observa
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facilmente que los valores van disminuyendo indicando una disminucion de

las propiedades del extracto. Datos que se encuentran en el Anexo XII.
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Figura 16. Comparacion de los valores de la capacidad antioxidante de extracto acuoso de
polvo de hojas de guayusa deshidratadas a 50 °C con respecto al tiempo.

Los extractos de polvo de guayusa tanto a 20 °C como a 50 °C muestran
comportamientos diferentes al momento de obtener su capacidad
antioxidante, se puede observar que los extractos sometidos a 20 °C
aumentan su capacidad antioxidante durante la extraccion, pero a partir del
minuto 60 esta tiene a ser constante. En la Figura 13 se aprecia que al
minuto 30 la formulacion HP 1.1 presenta una fraccion de 1.04 mientras que
al minuto 240 contiene una fraccion de 1.37, datos que demuestran que la
formulacion HP 1.1 es la que contiene mayor capacidad antioxidante.
Mientras que en el extracto realizado a 50 °C, refleja que las
concentraciones son afectadas por la temperatura lo cual van perdiendo su
capacidad antioxidante con forme transcurre el tiempo. En la Figura 15 se
muestra que la formulacion HP 2.4 es la que sufre mayor pérdida, ya que al
minuto 30 contiene una fraccion de 0.92 y sigue disminuyendo hasta llegar
al minuto 240 con una fraccion de 0.43. Burneo (2010) en su investigacion
sobre 12 especies vegetales nativas del sur de Ecuador entre ellas I.

guayusa, menciona que para obtener una mayor una capacidad antioxidante
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y concentraciones elevadas de extracto, reduce a las hojas en fracciones
mucho mas pequefias con el fin de lograr una penetracion de los solventes
con mayor facilidad a una temperatura de 35° C. Esta informacién corrobora
datos obtenidos, ya que el tamafio de las hojas es reducido hasta llegar a
polvo pero la temperatura de obtencion no es la adecuada, provocando una
saturacion de los extractos y por consiguiente una disminucion de la
capacidad antioxidante, lo que explica el comportamiento de los extractos

sometidos a 50 °C.

4.4 ANALISIS DE CONTENIDO DE POLIFENOLES DE HOJAS
DESHIDRATADAS Y TRITURADAS DE GUAYUSA

La Figura 17 muestra el contenido de polifenoles del extracto acuoso de
las hojas deshidratadas y trituradas de guayusa a 20 °C, tomando como
base el resultado del tiempo cero. En donde se observa que todos las
concentraciones tienden a aumentar el contenido de polifenoles
conforme transcurre el tiempo, sin embargo se puede observar que el
mayor contenido de polifenoles y con una diferencia significativa
(p<0.05) es el extracto de menor concentraciéon (formulacion HT 1.1). En
base a estos datos se puede determinar que existe una constante
concentracion de polifenoles sin llegar a su saturacion o mantenerse

estable, esto se debe a que el tratamiento fue sometido a 20 °C.
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Figura 17. Fraccion de contenido de polifenoles en el extracto acuoso de hojas deshidratas
y trituradas de guayusa a 20 °C con respecto al tiempo.

En la figura 18 se muestra los valores de contenido de polifenoles en el
extracto acuoso de hojas deshidratas y trituradas de guayusa a 20 °C. Se
puede apreciar que el contenido de polifenoles va aumentando conforme
transcurre el tiempo sin llegar a un tiempo de saturacion del extracto, sin
embargo el extracto con formulaciéon HT 1.1 es el que contiene en mayor
proporcion a lo largo de todo el proceso. Este comportamiento se explica
mediante la investigacién realizada por Jensen. Et. al. (2007) extraccion
rapida de polifenoles de uvas verdes, en la cual determina que la
temperatura de extraccion es un factor importante para mejorar la extraccion,
realizandolo entre 40 °C y 60 °C, de esta manera extrajo todos los nutrientes
optimizando a su maximo nivel la materia prima; los resultados de esta
investigaciéon confirman los datos obtenidos, ya que los extractos no
mostraron saturacion en ninguna extraccion. Datos que se encuentran en el

Anexo IX.
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Figura 18. Comparacion de los valores de contenido de polifenoles en el extracto acuoso de
hojas deshidratas y trituradas de guayusa a 20 °C con respecto al tiempo.

En la Figura 19 se observa el contenido de polifenoles a 50 °C del extracto
acuoso de hojas deshidratadas y trituradas de guayusa, tomando como base
el resultado del tiempo cero, donde se aprecia que tanto la formulacién HT
2.1 como HT 2.2 presentan diferencia significativa (p<0.05) entre ellas y son
las que poseen mayor contenido de polifenoles, mientras que las
formulaciones HT 2.3 y HT 2.4 no tienen diferencia significativa entre ellas y
su contenido de polifenoles es menor, indicando una concentracion continua
del contenido de polifenoles, sin embargo, se puede apreciar en la Figura 20
que la formulacion HT 2.4 en el minuto 180 empieza a estabilizar sus valores
debido a una posible saturacion del extracto. Gomez, Corral & Amajano
(2013) en su investigacion sobre extraccion de compuestos polifendlicos del
residuo de aguacate menciona que el contenido polifenélico aumenta hasta
un tiempo de 386 minutos a una temperatura de 60 °C, a estas condiciones
el extracto comienza a saturarse obteniendo menor contenido de polifenoles,
esta referencia concuerda con los datos obtenidos ya que el extracto fue
sometido a 50 °C pero en un tiempo mucho menor al aplicado por Gémez,
Corral y Amajano, de esta manera se logr6 una mejor extraccion de la
materia prima sin llegar a la saturacion. Los valores obtenidos de contenido

de polifenoles a 50 °C se encuentran en el Anexo X.
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Figura 19 Fraccion de contenido de polifenoles en el extracto acuoso de hojas deshidratas y
trituradas de guayusa a 50 °C con respecto al tiempo.
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Figura 20. Comparacion de los valores de contenido de polifenoles en el extracto acuoso de
hojas deshidratas y trituradas de guayusa a 50 °C con respecto al tiempo.

En base a los datos obtenidos de contenido de polifenoles tanto para los
extractos realizados a 20 °C y 50 °C se puede determinar que las mejores
extracciones son las que presentan menor porcentaje (8.1%), estos datos
fueron obtenidos en base a los resultados del tiempo cero. En la Figura 21
se muestra que tanto al minuto 30 como al minuto 240 no presenta
diferencia significativa entre ellas, y su contenido de polifenoles sigue
aumentando conforme transcurre el tiempo, a su vez se puede observar que
tampoco fueron afectadas por la temperatura (50 °C), ya que en el extracto

realizado a 20 °C, presenta una fraccion de 1.86, y al minuto 240 con una
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fraccion de 3.30 mientras que los extractos a 50 °C al minuto 30 presenta
una fraccion de 2.16 y al minuto 240 tiene una fraccion de 1.56. Goméz,
Corral, & Almajano (2013) mencionan que en la extraccibn de comuestos
polifendlicos del residuo de aguacate va aumentando conforme transcurre el
tiempo hasta llegar al minuto 386 y a una temperatura hasta de 60 °C,
condiciones Optimas para la mayor obtencion posible de contenido de
polifenoles totales. Referencia que también resalta Jensen. Et. al. (2007) en
su investigacion sobre extraccion rapida de polifenoles de uvas verdes, lo
cual determina que la temperatura de extraccion es un factor importante para
mejorar el comportamiento del extracto, realizandolo entre 40 °C y 60 °C, de
esta manera se extrae todos los nutrientes optimizando a su maximo nivel la
materia prima. Estos datos dan como referencia a los resultados obtenidos
en la Figura 22 ya que los extractos fueron realizados a una menor
temperatura y en un periodo de tiempo mas corto obteniendo asi cada vez
mas contenido de polifenoles sin llegar a una saturacion a lo largo de todo el
proceso, sin embargo en la formulacion HT 2.4 ya se empezaba a ver un
ligero desenso del contenido de polifenoles debido a la concentracién de

hojas en el agua, la temperatura y tiempo de extraccion.
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Figura 21. Contenido de polifenoles del extracto acuoso de hojas deshidratadas y trituradas
de guayusa (8.1% peso de guayusa) entre 20 °C y 50 °C.
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Figura 22. Comparacion de los valores de Contenido de polifenoles del extracto acuoso de
hojas deshidratadas y trituradas de guayusa (8.1% peso de guayusa) entre 20 °C y 50 °C.

4.5 ANALISIS DE CONTENIDO DE POLIFENOLES DE POLVO
DE HOJAS DE GUAYUSA DESHIDRATADA

En la Figura 23 se determina la fraccién de contenido de polifenoles de polvo
de hojas deshidratadas de guayusa a 20 °C, tomando como base el
resultado del tiempo cero, donde se puede observar que no existe
estabilidad durante todo el proceso de extraccién, como es en el caso del
minuto 30 donde todas las formulaciones reflejan una diferencia significativa
(p<0.05) hasta llegar al minuto 240 donde todas las concentraciones
empiezan a tener estabilidad y no presentan diferencia significativa entre
ellas, sin embargo el contenido de polifenoles disminuye significativamente

manifestando una saturacion de los extractos.

45



1,25

-
N

1,15
\ =¢==Formulacion HP 1.1
== Formulacion HP 1.2

1,05
g { L Formulacion HP 1.3
1 -

=>4=Formulacion HP 1.4
0,95

Polifenoles
\I—‘
[E=Y

Fraccion de contenido de

0 30 60 120 180 240

Tiempo min

Figura 23. Fraccion de contenido de polifenoles en el extracto acuoso de polvo de hojas
deshidratas de guayusa a 20 °C con respecto al tiempo.

En la figura 24 se muestran los valores de contenido de polifenoles en el
extracto acuoso de polvo de hojas deshidratas de guayusa a 20 °C. Datos
que se muestran en el Anexo XI. Aqui se muestra que los valores tienen un
ligero aumento de su contenido de polifenoles. Burneo (2010) en su
investigacion sobre 12 especies vegetales nativas del sur de Ecuador entre
ellas I. guayusa, menciona que el tamafio de la particulas de las hojas tiene
directa relacion con la absorciébn y concentracion de los extractos para
obtener un extrato con un mayor contenido nutricional. Estos datos
concuerdan con los resultados obtenidos ya que el tamafio de la particula
influye en la extraccion de nutrientes de las diferentes formulaciones,

obteniendo asi solamente un aumento del contenido de polifenoles.
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Figura 24. Comparacién de valores de contenido de polifenoles en el extracto acuoso de
polvo de hojas deshidratas de guayusa a 20 °C con respecto al tiempo.

En la Figura 25 se determina la fraccion de contenido de polifenoles del
extracto de polvo de hojas deshidratada de guayusa a 50 °C, tomando como
base el resultado del tiempo cero. Se refleja un comportamiento diferente a
las formulaciones sometidas a 20 °C, aqui se observa que el mayor
contenido de polifenoles presentan las formulaciones HP 2.3 y HP 2.4 sin
diferencia significativa entre ellas, al igual que las formulaciones HP 2.1y HP
2.2 pero con un contenido de polifenoles menor a las anteriores. Datos que
demuestran que los extractos sometidos a 50 °C presentan mayor contenido

de polifenoles que los sometidos a 20 °C.
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Figura 25. Fraccion de contenido de polifenoles en el extracto acuoso de polvo de hojas
deshidratas de guayusa a 50 °C con respecto al tiempo.
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Figura 26. Comparacion de valores de contenido de polifenoles en el extracto acuoso de
polvo de hojas deshidratas de guayusa a 50 °C con respecto al tiempo.

En la Figura 26 se muestran los valores de contenido de polifenoles en el
extracto acuoso de polvo de hojas deshidratas de guayusa a 50 °C. Datos
gue se muestran en el Anexo Xll. Aqui se muestra que existe un ligero
contenido de polifenoles semejante a los resultados de los extractos
sometidos a 20 °C, sin embargo estos datos son menores a los obtenidos en
las hojas deshidratadas y trituradas de guayusa. Segun Hartwig (2015) en
su estudio sobre extractos secos de yerba mate establece que existe un alto
contenido de polifenoles y capacidad antioxidante, siendo |. guayusa parte
de la familia del mate, se establece que el contenido de polifenoles es alto,
sin embargo la metodologia utilizada y las condiciones a las que fueron
sometidas las diferentes formulaciones no favorecieron a su completa

extraccidon de los componentes de la planta.
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5.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Los resultados fisico-quimicos de las hojas deshidratadas y trituradas
como el polvo de hojas deshidratadas de guayusa se encuentran dentro
de los limites permisibles de las normas INEN, sin embargo las hojas
deshidratadas y trituradas presentaron un ligero aumento con respecto al
porcentaje de ceniza, esto puede deberse a que las muestras provienen

de diferentes lotes de cosecha.

La variacion del contenido de cafeina entre la materia prima y los
extractos obtenidos varian significativamente, ya que la materia prima
cuenta con porcentajes altos de cafeina 2.5 % y 2.38 % para polvo y
hojas trituradas de guayusa, mientras que los extractos acuosos
presentan porcentajes significativamente bajos con valores menores a
0.24 %, con lo que se puede concluir que los tratamientos provocaron

gue el contenido de cafeina disminuya.

Los extractos con mayor capacidad antioxidante fueron las
formulaciones HT 1.4 y HT 2.4 para hojas deshidratadas y trituradas de
guayusa Yy las formulaciones HP 1.1 y HP 2.2 para polvo de guayusa

deshidratada.

Los extractos con mayor contenido de polifenoles fueron las
formulaciones HT 1.1 y HT 2.1 para las hojas deshidratadas y trituradas
de guayusa y las formulaciones HP 1.4 y HP 2.4 para polvo de guayusa

deshidratada.
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5.2.

RECOMENDACIONES

Se recomienda que para las futuras investigaciones relacionadas con
este tema se realice mediante solventes organicos para determinar el
mejor extracto en base a capacidad antioxidante y contenido de

polifenoles.
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ANEXO |

ANALISIS FISICO-QUIMICO DE LAS HOJAS
DESHIDRATADAS Y TRITURADAS DE GUAYUSA

Multianalityca

Laboratorio de Anélisis y Aseguramiento de Calidad
INFORME DE RESULTADOS

INF.DIV-FQ.24690
Reemplaza al INF.DIV-FQ.24654

SA 29578a’
Cliente: VALLEJO SILVA STEFANY BELEN Lote: -
Direccién: SAN FERNANDO Fechs Habura.dé":
Fecha Vencimiento: -
Muestreado por: El Cliente Fecha Recepcion: 15/06/2016
Muestra de: ALIMENTO Hora Recepcién: 12:03
Fecha Anilisis: 16/06/2016
Descripcion: GUAYUSA TRITURADA Fecha Entrega: 28/06/2016
codigo: |
Caracteristicas Muestra
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
Estado: Solido
Contenido Declarado: 80g
Contenido Encontrado: Eaed
Obsarvaciones: Los resultados rePortados en el presente informe se refieren a las muestras entregadas por el chen(j
nuestro laboratorio

RESULTADO FISICO-QUIMICO

PARAMETROS UNIDAD RESULTADO METODO INTERNO METDDO DE
REFERENCIA
HUMEDAD % 5.67 MFQ-04 AOAC 925.10
INSOLUBILIDAD DE CENIZAS EN HCL % 0.64 MFQ-200 INEN 1118
CENIZA % 9.15 MFQ-03 AOAC 923.03
ALCALINIDAD CENIZAS % 183 MFQ-54 INEN 637
SOLU. CENIZA EN AGUA % 97.34 MFQ-334 INEN 1119

e

Dra Pamela Jacome
GERENTE TECNICO
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Direccién: Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y Anibal Pdez. - www. multianalityca.com
EDICION RG: 05 Télfs. 2267895 - 099441402 - 098281144 - 087371064 - Quito-Ecuador RFQ-4.1-6  Pégina 1/1



ANEXO Il

CONTENIDO DE CAFEINA DE LAS HOJAS DESHIDRATADAS
Y TRITURADAS DE GUAYUSA

Multianalityca

Laboratorio de Analisis y Aseguramiento de Calidad
INFORME DE RESULTADOS

INF.DIV-IN.19849
Reemplaza al INF.DIV-IN.19823

SA 29579a’

Cliente: VALLEJO SILVA STEFANY BELEN Lote: -

Fecha Elaboracién:
Direccion: SAN FERNANDO

Fecha Vencimiento: -
Muestreado por: El Cliente Fecha Recepcion: 15/06/2016
Muestra de: ALIMENTO Hora Recepcién: 12:04

Fecha Analisis: 16/06/2016

. Fecha Entrega: 28/06/2016

Descripcion: GUAYUSA TRITURADA

Cadigo:

Caracteristicas Muestra
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
Estado: Sélido
Contenido Declarado: 80g
Contenido Encontrado: |-
. Los resultados reportados en el presente informe se refieren a las muestras entregadas por el cliente a
Observaciones: :
nuestro laboratorio

RESULTADO INSTRUMENTAL

METODO DE
PARAMETROS NIDA L METODO INTERNO
u D RESULTADO REFERENCIA
CAFEINA % 2.38 MIN-17 HPLC

: [ = A /’
- ca?t ¥ vt erer A LotV
W,\\(‘f £ ~ 7% —
s N\\;\'L e & lng.T,éWrez
Y e DIRECTORA DE CALIDAD
®y o
" Quito -€°
Direccion: Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y Anibal Péez. - www. multianalityca.com
EDICION RG: 01 Télfs. 2267895 099441402 - 098281144 - 087371064 - Quito-Ecuador  RIN-4.1-6  Pdgina 1/1
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ANEXO Il

ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL POLVO DE HOJAS DE
GUAYUSA DESHIDRATADAS

Multianalityca

Laboratorio de Analisis y Aseguramiento de Calidad

INFORME DE RESULTADOS
INF.DIV-FQ.24691
Reemplaza al INF.DIV-FQ.24655
SA 29578b’
Cliente: VALLEJO SILVA STEFANY BELEN Lote: —
Fecha Elaboracién:
Direccién: SAN FERNANDO -
Fecha Vencimiento:
Muestreado por: El Cliente Fecha Recepcion: 15/06/2016
a de: ALIMENTO Hora Recepcion: 12:03
Fecha Analisis: 16/06/2016
Descripcion: POLVO DE GUAYUSA Fecha Entrega: 28/06/2016
cédigo: |
Caracteristicas Muestra
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
Estado: Solido
Contenido Declarado: 80g
Contenido Encontrado: |-
Obsarvadionii: Los result.ados reportados en el presente informe se refieren a las muestras entregadas por el cliente a nuestro,
laboratorio
RESULTADO FISICO-QUIMICO
PARAMETROS UNIDAD RESULTADO METODO INTERNO METODO LS
REFERENCIA
HUMEDAD % 3.07 MFQ-04 AOAC 925.10
INSOLUBILIDAD DE CENIZAS EN HCL % 0.73 MFQ-200 INEN 1118
CENIZA % 6.09 MFQ-03 AOAC 923.03
ALCALINIDAD CENIZAS % 1.69 MFQ-54 INEN 821
SOLU. CENIZA EN AGUA % 99.67 MFQ-334 INEN 1119
:"" ¢ ~
2 ) ~
2 8 \
Y, c J(
:\\) Cia.Ltda. Drh. Pamela Jacome
Q, < GERENTE TECNICO
//pQ 5 E:u?dn
Direccién: Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y Anibal Paez. - www. multianalityca.com
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CONTENIDO DE CAFEINA DEL POLVO DE HOJAS DE

ANEXO IV

GUAYUSA DESHIDRATADAS

Multianalityca

Laboratorio de Analisis y Aseguramiento de Calidad
INFORME DE RESULTADOS

INF.DIV-IN.19850

Reemplaza al INF.DIV-IN.19824

SA 29579b'
Cliente: VALLEJO SILVA STEFANY BELEN Lote: -
Fecha Elaboracién: -
Direccion: SAN FERNANDO
Fecha Vencimiento:
Muestreado por: El Cliente Fecha Recepcion: 15/06/2016
Muestra de: ALIMENTO Hora Recepcién: 12:04
Fecha Analisis: 16/06/2016
Fecha Entrega: 28/06/2016
Descripcion: POLVO DE GUAYUSA
Caodigo:

Caracteristicas Muestra

Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
Estado: Sélido
Contenido Declarado: 80g
Contenido Encontrado: |-
. Los resultados reportados en el presente informe se refieren a las muestras entregadas por el cliente a
Observaciones: %
nuestro laboratorio
RESULTADO INSTRUMENTAL
PARAMETROS UNIDAD RESULTADO METODO INTERNO METODO DE
REFERENCIA

CAFEINA % 257 MIN-17 HPLC

Direccién: Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y Anibal Pae:

EDICION RG: 01

_ Ifig. TeresaRamirez
/ DIRECTORA DE CALIDAD

z. - www. multianalityca.com

Télfs. :2267895 - 099441402 - 098281144 - 087371064 - Quito-Ecuador RIN-4.1-6 Pagina 1/1
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ANEXO V

CONTENIDO DE CAFEINA HOJAS DESHIDRATADAS Y

Multianalityca

Laboratorio de Analisis y Aseguramiento de Calidad
INFORME DE RESULTADOS

TRITURADAS DE GUAYUSA A 20 °C

INF.DIV-IN.19848

Reemplaza al INF.DIV-IN.19822

29546d'
Cliente: VALLEJO SILVA STEFANY BELEN Lote:
Direccién: SAN FERNANDO ot Elshromcions
Fecha Vencimiento:
Muestreado por: El Cliente Fecha Recepcion: 14/06/2016
Muestra de: PRODUCTO TERMINADO EXTRACTOS Hora Recepcion: 9:57
Fecha Analisis: 14/06/2016
Fecha Entrega: 28/06/2016
Descripcién: HTC4 A 20°C
Codigo:
Caracteristicas Muestra
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
Estado: Liquido
Contenido Declarado: 50ml

Contenido Encontrado:

Observaciones:

Los resultados reportados en el presente informe se refieren a las muestras entregadas por el cliente a

nuestro laboratorio

RESULTADO INSTRUMENTAL

PARAMETROS UNIDAD RESULTADO METODO INTERNO METODO DE
REFERENCIA
CAFEINA % 0.18 MIN-17 HPLC

EDICION RG: 01

J

Dra.

amela Jacome

GERENTE TECNICO

Direccién: Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y Anibal Paez. - www. multianalityca.com
Télfs. :2267895 - 099441402 - 098281144 « 087371064 - Quito-Ecuador
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ANEXO VI

CONTENIDO DE CAFEINA DE HOJAS DESHIDRATADAS Y
TRITURADAS DE GUAYUSA A 50 °C

Multianalityca

Laboratorio de Analisis y Aseguramiento de Calidad

INFORME DE RESULTADOS
INF.DIV-IN.19847
Reemplaza al INF.DIV-IN.19821
SA 29546¢'
Cliente: VALLEJO SILVA STEFANY BELEN Lote: -
Fecha Elaboracién:
Direccién: SAN FERNANDO
Fecha Vencimiento: -
Muestreado por: El Cliente Fecha Recepcion: 14/06/2016
Muestra de: PRODUCTO TERMINADO EXTRACTOS Hora Recepcion: 9:57
Fecha Andlisis: 14/06/2016
Fecha Entrega: 28/06/2016
Descripcién: HTC4 A50°C
Codigo:
Caracteristicas Muestra
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
d Liquido
Contenido Declarado: S50ml
Contenido Encontrado: |-
Stesraciones: Los resultados re;:fortados en el presente informe se refieren a las muestras entregadas por el cliente a
nuestro laboratorio
RESULTADO INSTRUMENTAL
PARAMETROS UNIDAD RESULTADO METODO INTERNO METODO DE
REFERENCIA
CAFEINA % 0.24 MIN-17 HPLC

; Dra. Pamela Jacome
50 X GERENTE TECNICO

Direccién: Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y Anibal Paez. - www. multianalityca.com
EDICION RG: 01 Télfs. 2267895 - 099441402 - 098281144 - 087371064 - Quito-Ecuador  RIN-4.1-6  Pégina 1/1
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ANEXO VII

CONTENIDO DE CAFEINA DE POLVO DE HOJAS
DESHIDRATADAS DE GUAYUSA A 20 °C

Multianalityca

Laboratorio de Analisis y Aseguramiento de Calidad

INFORME DE RESULTADOS
INF.DIV-IN.19846
Reemplaza al INF.DIV-IN.19820
SA 29546b'
Cliente: VALLEJO SILVA STEFANY BELEN Lote: -
Fecha Elaboracién:
Direccién: SAN FERNANDO
Fecha Vencimiento: -
Muestreado por: El Cliente Fecha Recepcién: 14/06/2016
Muestra de: PRODUCTO TERMINADO EXTRACTOS Hora Recepcion: 9:57
Fecha Andlisis: 14/06/2016
| Fecha Entrega: 28/06/2016
Descripcion: HPC1 A 20°C
Codigo:
Caracteristicas Muestra
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
Estado: Liquido
Contenido Declarado: S0ml
Contenido Encontrado: |-
Observacianes: Los resultados rep.ortados en el presente informe se refieren a las muestras entregadas por el cliente a
nuestro laboratorio
RESULTADO INSTRUMENTAL
PARAMETROS UNIDAD RESULTADO METODO INTERNO METODO DE
REFERENCIA
CAFEINA % 0.17 MIN-17 HPLC

2 W JQ
@ "
> c r/{
S Mul lityca & (
< Cia.leda, & Dra| Pamela Jacome
C f GERENTE TECNICO
Direccién: Cap. Edmundo Chiriboga N47-154 y Anibal Paez. - www. multianalityca.com
EDICION RG: 01
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ANEXO VIII

CONTENIDO DE CAFEINA DE POLVO DE HOJAS
DESHIDRATADAS DE GUAYUSA A 50 °C

Multianalityca

Laboratorio de Andlisis y Aseguramiento de Calidad
INFORME DE RESULTADOS

INF.DIV-IN.19845
Reemplaza al INF.DIV-IN.19819

SA 29546a’
Cliente: VALLEJO SILVA STEFANY BELEN Lote: -
Fecha Elaboracién:
Direccién: SAN FERNANDO
Fecha Vencimiento:
Muestreado por: El Cliente Fecha Recepcion: 14/06/2016
Muestra de: PRODUCTO TERMINADO EXTRACTOS Hora Recepcién: 9:57
Fecha Analisis: 14/06/2016
Fecha Entrega: 28/06/2016
Descripcion: HPC2 A50°C
Cédigo:
Caracteristicas Muestra
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
Estado: Liquido
Contenido Declarado: S0ml
Contenido Encontrado: |-
Los resultados reportados en el presente informe se refieren a las muestras entregadas por el cliente a
Observaciones: A
nuestro laboratorio
RESULTADO INSTRUMENTAL
PARAMETROS UNIDAD RESULTADO METODO INTERNO METODO DE
REFERENCIA
CAFEINA % 0.20 MIN-17 HPLC
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ANEXO IX

TABLA FRACCION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y
CONTENIDO DE POLIFENOLES DE HOJAS DESHIDRATADAS
Y TRITURADAS DE GUAYUSA A 20 °C

Tiempo codigo Capacidad Antioxidante Contenido de Polifenoles
(min) Cn media Desv % Error | Cn media Desv % Error
0 HT 1.1.1 2.84 0.10 3.59 86.8 5.35 6.51
30 HT 1.1.2 3.64 0.28 7.56 170.3 3.92 2.57
60 HT 1.1.3 3.30 0.23 7.11 188.7 15.04 7.97
120 HT 1.1.4 4.27 0.24 5.64 229.6 11.54 5.03
180 HT 1.1.5 4.41 0.31 7.04 256.2 14.40 5.62
240 HT 1.1.6 4.68 0.31 6.56 271.2 19.00 7.01
0 HT 1.2.1 1.53 0.12 7.65 168.5 9.89 6.41
30 HT 1.2.2 1.91 0.13 6.61 228.9 7.04 3.08
60 HT 1.2.3 2.24 0.08 3.50 262.4 10.21 3.89
120 HT 1.2.4 4.20 0.24 5.68 332.2 6.44 1.94
180 HT 1.2.5 5.43 0.28 5.19 388.3 10.21 2.63
240 HT 1.2.6 5.30 0.35 6.61 399.2 10.29 2.58
0 HT 1.3.1 3.42 0.32 7.65 143.5 10.30 7.18
30 HT 1.3.2 3.35 0.28 6.61 251.2 13.05 5.19
60 HT 1.3.3 2.76 0.14 3.50 304.5 6.63 2.18
120 | HT1.34 3.24 0.27 5.68 356.2 6.50 1.82
180 HT 1.3.5 3.97 0.28 5.19 390.7 7.83 2.00
240 HT 1.3.6 4.19 0.31 6.61 398.6 4.40 1.10
0 HT 1.4.1 1.63 0.10 6.33 165.6 7.70 4.65
30 HT 1.4.2 1.87 0.15 8.06 256.6 9.48 3.69
60 | HT143 4.33 0.27 6.31 287.8 14.10 4.90
120 HT 1.4.4 4.99 0.44 8.84 383.5 11.11 2.90
180 | HT 145 5.58 0.49 8.78 422.7 11.10 2.63
240 | HT 1.4.6 6.58 0.57 8.59 494.4 19.49 3.94
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ANEXO X

TABLA FRACCION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y
CONTENIDO DE POLIFENOLES DE HOJAS DESHIDRATADAS
Y TRITURADAS DE GUAYUSA A 50 °C

Tiempo

Capacidad Antioxidante

Contenido de Polifenoles

(min) Cadigo Cn. -
media Desv | % Error | Cn media Desv % Error
0 HT 2.1.1 3.12 0.22 7.20 84.54 2.80 3.31
30 HT 2.1.2 4.62 0.32 7.00 182.78 9.69 5.30
60 HT 2.1.3 6.53 0.54 8.33 232.43 2.88 1.24
120 HT 2.1.4 7.28 0.54 7.39 270.95 8.45 3.12
180 HT 2.1.5 8.22 0.71 8.62 281.63 5.99 2.13
240 HT2.1.6 | 10.42 0.81 7.80 310.46 17.25 5.56
0 HT 2.2.1 3.76 0.23 6.15 109.55 5.22 4.76
30 HT 2.2.2 4.06 0.21 5.10 218.36 5.42 2.48
60 HT 2.2.3 8.08 0.72 8.86 256.03 10.12 3.95
120 HT 2.2.4 | 10.38 0.88 8.45 284.74 16.52 5.80
180 HT 2.2.5 9.73 0.29 3.02 330.24 8.01 2.42
240 HT2.26 | 11.75 0.86 7.29 358.16 34.83 9.72
0 HT 2.3.1 3.43 0.29 8.48 123.99 5.76 4.65
30 HT 2.3.2 6.29 0.24 3.75 206.77 5.50 2.66
60 HT 2.3.3 6.81 0.33 4.89 272.95 24.66 9.03
120 HT 2.3.4 8.61 0.45 5.22 305.17 11.35 3.72
180 HT 2.3.5 | 10.05 0.91 9.07 345.20 18.58 5.38
240 HT2.3.6 | 11.95 0.95 7.99 354.33 34.28 9.67
0 HT 2.4.1 3.52 0.23 6.47 140.25 6.09 4.34
30 HT 2.4.2 5.41 0.37 6.80 218.83 10.28 4.70
60 HT 2.4.3 8.94 0.66 7.33 290.10 11.28 3.89
120 HT 2.4.4 | 10.58 0.91 8.65 343.08 8.80 2.56
180 HT 245 | 1021 0.80 7.81 410.83 17.73 4.32
240 HT 246 | 11.37 0.97 8.55 397.38 36.58 9.21
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ANEXO Xl

TABLA FRACCION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y
CONTENIDO DE POLIFENOLES DE POLVO DE HOJAS
DESHIDRATADAS DE GUAYUSA A 20 °C

Tiempo eodigo Capacidad Antioxidante Contenido de Polifenoles
(min) Cn media Desv % Error Cn media Desv % Error
0 HP1.1.1 | 27.09 1.99 7.36 448.73 14.23 3.17
30 HP1.1.2 | 28.29 1.77 6.25 452.91 19.96 4.41
60 HP1.1.3 | 36.53 2.01 5.50 456.06 22.49 4.93
120 HP1.1.4 | 36.72 2.73 7.44 491.76 26.72 5.43
180 HP1.1.5 | 38.43 0.51 1.32 482.95 26.35 5.46
240 HP1.1.6 | 37.02 2.67 7.22 473.86 33.38 7.04
0 HP1.2.1 | 34.32 1.25 3.65 488.02 25.37 5.20
30 HP1.2.2 | 35.43 1.20 3.37 560.90 20.08 3.58
60 HP 1.2.3 | 39.62 1.10 2.77 578.49 21.19 3.66
120 HP 1.2.4 | 40.66 1.41 3.48 590.43 33.50 5.67
180 HP1.25| 39.71 3.29 8.28 550.90 21.37 3.88
240 HP1.2.6 | 39.37 1.99 5.06 506.74 35.69 7.04
0 HP1.3.1 | 30.26 2.50 8.25 576.94 21.51 3.73
30 HP 1.3.2 | 28.08 0.57 2.04 563.43 31.68 5.62
60 HP1.3.3| 37.19 1.49 4.01 577.54 20.00 3.46
120 HP 1.3.4 | 39.00 1.95 5.00 610.84 32.95 5.39
180 HP 1.35| 36.07 2.48 6.88 606.80 25.13 4.14
240 HP 1.3.6 | 35.69 2.01 5.64 597.68 25.70 4.30
0 HP 1.4.1 | 29.50 1.60 5.43 622.14 28.06 451
30 HP1.4.2 | 36.12 1.50 4.16 737.25 37.01 5.02
60 HP 1.4.3| 35.78 1.07 2.98 717.93 55.06 7.67
120 HP1.4.4 | 34.78 1.19 3.41 662.85 17.04 2.57
180 HP1.45 | 35.52 1.36 3.82 684.04 26.47 3.87
240 HP 1.4.6 | 35.05 1.33 3.79 662.42 10.85 1.64
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ANEXO XII

TABLA FRACCION DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y
CONTENIDO DE POLIFENOLES DE POLVO DE HOJAS

DESHIDRATADAS DE GUAYUSA A 50 °C

Tiempo eodigo Capacidad Antioxidante Contenido de Polifenoles
(min) Cn media Desv % Error | Cn media Desv % Error
0 HP2.1.1 32.61 1.32 4.06 533.57 49.14 9.21
30 HP 2.1.2 35.25 2.77 7.86 582.96 29.37 5.04
60 HP 2.1.3 35.80 1.53 4.27 560.93 31.10 5.54
120 | HP2.1.4 28.20 2.65 9.41 566.15 34.83 6.15
180 | HP2.1.5 28.34 1.48 5.23 552.98 46.94 8.49
240 | HP2.1.6 24.87 0.93 3.74 570.95 27.88 4.88
0 HP 2.2.1 32.56 2.73 8.38 565.30 14.31 2.53
30 HP 2.2.2 31.09 2.53 8.13 600.99 9.13 1.52
60 HP 2.2.3 32.25 2.48 7.70 582.88 2.44 0.42
120 | HP2.24 27.67 2.41 8.69 623.71 4.17 0.67
180 |HP225| 2896 2.05 7.07 626.25 26.50 4.23
240 | HP2.26 | 28.06 1.71 6.10 596.70 20.83 3.49
0 HP 2.3.1 34.53 2.99 8.67 603.90 13.89 2.30
30 HP232 | 3518 2.48 7.05 627.08 11.02 1.76
60 HP 2.3.3 33.42 0.49 1.48 654.44 10.49 1.60
120 |HP 234 | 27.17 0.53 1.96 685.28 28.49 4.16
180 | HP235 28.16 0.53 1.88 681.20 22.96 3.37
240 |HP236 | 27.14 1.03 3.78 709.40 18.82 2.65
0 HP 2.4.1 36.21 3.42 9.43 675.71 39.49 5.84
30 HP 2.4.2 33.17 0.63 1.90 734.86 9.70 1.32
60 HP 2.4.3 22.54 1.24 5.51 736.08 20.53 2.79
120 | HP2.4.4 20.34 1.18 5.83 760.65 32.48 4.27
180 | HP 245 19.13 0.94 491 764.60 46.69 6.11
240 | HP2.4.6 15.74 1.28 8.11 781.03 70.83 9.07
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