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RESUMEN

La guayusa es una planta amazonica cuyas propiedades han llamado la atencion
de la industria ecuatoriana, en la cual se buscan estrategias para disminuir el
impacto del procesamiento sobre su contenido de compuestos bioactivos. Se
analizo el efecto de la molienda sobre la cantidad de polifenoles totales y cafeina
al aplicar tres tiempos de molienda: 5, 10 y 20 minutos, utilizando un molino de
matrtillos industrial y un molino de discos simple. Se obtuvo un extracto acuoso
el cual se sometio al andlisis de polifenoles totales aplicando el método de Folin
- Ciocalteu, mientras que el analisis del contenido de cafeina se lo realiz6 por
cromatografia HPLC-UV-VIS. El resultado para polifenoles totales indicé que no
hay diferencias significativas (p>0.05) entre cada tiempo de molienda, pero si
existen diferencias al aplicar diferentes tipos de molino (p<0.05), siendo molino
de martillos en donde se obtuvo la mayor concentracién de polifenoles. En
cuanto a cafeina, se apreciaron diferencias (p<0.05) en el tiempo de molienda a
los 20 minutos, siendo este efecto evidente al utilizar el molino de discos. La
variacion de la concentracién de polifenoles totales entre molinos podria ser
resultado de la velocidad empleada por cada uno, mientras que el tiempo de
molienda podria influir en como se distribuye el tamafio de particula acelerando
la extraccion de cafeina. La eleccion de las condiciones de molienda dependera

del compuesto al que se le dé prioridad.

Palabras Clave: Guayusa, Métodos de molienda, Polifenoles totales, Cafeina,

Influencia.



ABSTRACT

Guayusa is an Amazonian plant whose properties have attracted the attention of
the Ecuadorian industry, which is seeking strategies to reduce the impact of
processing on its content of bioactive compounds. The effect of grinding on the
amount of total polyphenols and caffeine was analyzed by applying three grinding
times: 5, 10 and 20 minutes, using an industrial hammer mill and a simple disc
mill. An aqueous extract was obtained and analyzed for total polyphenols using
Folin-Ciocalteu method, while the caffeine content was analyzed by HPLC-UV-
VIS chromatography. The result for total polyphenols indicated that there are no
significant differences (p>0.05) between each grinding time, but there are
differences when applying different types of mills (p<0.05), being hammer mill
where the highest concentration of polyphenols was obtained. As for caffeine,
differences were observed (p<0.05) in the grinding time at 20 minutes, this effect
being evident when using the disc mill. The variation in total polyphenol
concentration between mills could be a result of the speed employed by each
mill, while the grinding time could influence how the particle size is distributed
accelerating caffeine extraction. The choice of milling conditions will depend on

the compound given priority.

Key words: Guayusa, Milling methods, Total polyphenols, Caffeine, Influence
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1. INTRODUCCION

La guayusa (llex guayusa) pertenece a la familia de las aquifolaceas que crece
en el oriente ecuatoriano (Duefias et al., 2016) conocida desde hace siglos por
las etnias indigenas de la amazonia, atribuyéndole propiedades curativas y
revitalizantes. El dia de hoy la guayusa se cultiva y comercializa tanto para
consumo local como para exportacion, convirtiéndose en parte importante de la
economia en la region amazonica del Ecuador (Villacis-Chiriboga, 2017). Entre
sus caracteristicas quimicas destaca el contenido de cafeina, antioxidantes
como los polifenoles y metilxantinas (Villacis-Chiriboga et al., 2018a), y otros
fitoquimicos que en combinacién producen efectos similares a los del café,
aumentando la energia y mejorando la atencion (Ganchozo Basurto et al., 2020),
propiedades que han hecho de esta planta objeto de varios estudios, y de interés
industrial en la cual se busca los métodos tecnolégicos mas apropiados para
aprovechar al maximo dichas propiedades aplicandolas para la elaboraciéon de
productos alimenticios como bebidas (Crespo, 2013a), y diversas aplicaciones

terapéuticas (Carvalho et al., 2021).

El cultivo por parte de las comunidades amazédnicas en las llamadas “chakras”,
permite que esta planta conviva en simbiosis junto a otras plantas nativas
favoreciendo la agrodiversidad, disminuyendo el impacto negativo del
monocultivo y beneficiando econémicamente a estas poblaciones (Franco et al.,
2020). Por sus propiedades y aporte a la comunidad, se han creado asociaciones
de productores e industrias que producen productos con valor agregado como
bebidas energizantes (Molestina, 2014) té de guayusa (Garrido Navarrete, 2021)
o0 simplemente en sus preparaciones tradicionales, pero con enfoque en

promover el turismo de las zonas locales (Sidali et al., 2016).



2. LITERATURA RELACIONADA AL PROBLEMA

2.1. GUAYUSA

2.1.1. Generalidades

La guayusa (llex guayusa Loes) corresponde a una planta amazonica
perteneciente a la familia de las Aquifoliaceae, la cual es nativa de zonas
pertenecientes a Ecuador, Colombia, y Peru, con hojas de la forma como se
presenta en la Figura 1. Se lo utiliza como parte de bebidas en forma de infusion
y Su consumo es comun entre los habitantes de comunidades amazoénicas
quienes la han domesticado y la utilizan con fines rituales. (Loizeau, y otros,
2005).

Figura 1. Hojas de guayusa recien cosechadas (Giménez, 2019)

En el Ecuador, su consumo como infusién es muy popular en las comunidades
Kwichua, Shuar y Achuar los cuales la cultivan y la consumen casi a diario como
una bebida de tipo social, pero asi también tiene un valor espiritual y forma parte
importante en los rituales de estos pueblos (Duefias et al., 2016) y se le atribuyen
diversas propiedades medicinales para tratar varias enfermedades como los
dolores corporales (de la Torre et al., 2008), reumatismo, dolor muscular, asma,

resfrios, gastritis, entre otros.



Se conoce también que brinda diversos beneficios a la salud gracias a que posee
efectos antiinflamatorios, diuréticos, siendo asi también que puede ser utilizado
como expectorante, regulador de la presion arterial. Pero quizas unos de los que
mas resalta es su efecto estimulante por lo que aumenta la agilidad mental
reduciendo la fatiga, y su actividad antioxidante (Sequeda-Castafieda et al.,
2016).

Los efectos bioldgicos le han otorgado gran valor a la planta, por lo que en la
actualidad estd aumentando el interés por la comercializacion de la guayusa a

escala nacional e internacional (Wise & Negrin, 2020).

2.1.2. Composicién

Segun Wise y Santander (2018a), las hojas secas de guayusa presentan la

siguiente composicioén proximal:

Tabla 1. Composicién proximal de las hojas de guayusa (llex guayusa)

PARAMETRO CANTIDAD (g/100)

Humedad 54+0,7
Ceniza 7,7+£0,9

Grasa total 8,0+£0,2
Proteina total 14,8+0,3
Carbohidratos totales 64,1+15
Fibra cruda 37,0+ 1,7

Sin embargo, su valor proviene principalmente de aquellos fitoquimicos con
actividad bioldgica. Se han evidenciado una cantidad significativa de fitoquimicos
en las hojas secas entre las cuales se encuentra la teobromina, cafeina,
polifenoles y otros antioxidantes (Wise & Negrin, 2020). En cuanto a su toxicidad,
no se ha encontrado evidencia de casos clinicos de intoxicacion relacionados
por ingesta de guayusa por lo que aparentemente su consumo es seguro (Wise
& Santander, 2018b). Los estudios toxicologicos en ratones también han
demostrado que la ingesta del concentrado liquido de guayusa no presenta

efectos nocivos (Kapp et al., 2016).



2.1.3. Proceso de produccion

En la Figura 2 se describe el proceso de produccion de guayusa para exportacion

producido por una de las empresas procesadora de la hoja:

Transporte Pre secado Secado por

infrarrojo

Secado mecanico Molienda Tamizado Desinfeccion Empaque

\%

Paletizado Almacenamiento Despacho

Figura 2. Diagrama de proceso para la elaboracion de guayusa para exportacion.

2.1.4. Produccion en el Ecuador

En la actualidad, Ecuador es el mayor productor de guayusa a nivel mundial

acaparando el 98% de la produccion de esta planta (Meléndez, 2022).

De acuerdo al Ministerio de Produccién Comercio Exterior Inversiones y Pesca,
(2022), desde el 2010 el mercado internacional ha ido en expansion de manera
gue desde el 2020 la guayusa se exporta a 25 paises de América, Europa y Asia,
lo que ha permitido generar hasta 3 millones de doélares en exportaciones, siendo
las provincias de Pastaza y Napo los mayores territorios de produccién de la hoja
con una produccion de 72 toneladas por afio, lo que ha beneficiado a los
productores locales y habitantes de las zonas, especialmente a comunidades
indigenas. Actualmente se trabaja en un consorcio conformado por seis
empresas para fomentar la exportacién y el posicionamiento de la guayusa en
otros mercados internacionales, asi también el apoyo para obtener

certificaciones que brindaran un valor agregado al producto.



Muchas de las empresas productoras en el oriente ecuatoriano se encuentran
comprometidas con aportar beneficios a las comunidades indigenas y el medio
ambiente por lo que algunas de ellas tienen bien establecidos principios de
comercio justo y préacticas para el cuidado del medio ambiente, lo que hace
aumentar el valor agregado del producto. (Crespo, 2013b)

2.2. CAFEINA

2.2.1. Generalidades

La cafeina es uno de los fitoquimicos con bioactividad mas conocidos y
ampliamente estudiados en el mundo. Corresponde a un compuesto de la familia
de las metilxantinas, cuya fuente natural mas conocida es el café (Tafalla et al.,
2007) sin embargo también se conocen otras fuentes naturales muy comunes
como el té (Camellia sinensis), el cacao (Theobroma cacao), las hojas de plantas
de la familia llex como la guayusa o el mate, la guarana (Paullina cupana) entre
otros (Schuster & Mitchell, 2019). Su estructura molecular se representa en la

Figura 3.
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Figura 3. Estructura 3D de la molécula de cafeina

(National Center for Biotechnology Information, 2022)

La concentracion de cafeina en cada una de las fuentes puede variar de acuerdo
a la presentacion. Por ejemplo, en el café tostado, la concentracion promedio de
cafeina es de 83 mg/ 150 ml, mientras que en el café instantaneo se lo encuentra
en un promedio de 53 mg/150 ml (Tafalla et al., 2007). En las hojas secas de
guayusa, se ha identificado un contenido de cafeina de 19.08 + 0.31 mg/g

(1,91g/100g), sin embargo, otros estudios indican que dicha concentracion
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puede variar en rangos de 8.13 - 75.8 mg/g (0.81 — 7.58 g/100g) (Wise &
Santander, 2018c).

2.2.2. Actividad biologica

La cafeina es conocida por ejercer un efecto psico estimulante sobre el sistema
nervioso central humano (Nehlig et al., 1992) por lo que es considerado como un
psico activo. Este fitoquimico actla como antagonista de los receptores de
adenosina de las neuronas generando el efecto contrario de la activacion de
estos receptores, afectando potencialmente a todas las &reas del cerebro; actia
como inhibidor de las fosfodiesterasas, interfiriendo en las funciones de los
receptores GABA-A y ademas estimula la liberacién de calcio de las reservas

intracelulares (Ribeiro & Sebastio, 2010).

Como consecuencia de estos mecanismos, varias investigaciones han
demostrado que la cafeina influencia en la actividad cerebral potenciando las
funciones cognitivas (Johnson-Kozlow et al.,, 2002), el estado psicomotor
(Khcharem et al., 2021), posiblemente en la memoria (R. C. Zhang & Madan,
2021), y ademas tiene un aparente efecto neuroprotector lo que podria
convertirse en parte del tratamiento para ciertas enfermedades como la
enfermedad de Parkinson (Karuppagounder etal., 2021), la esquizofrenia
(Huang & Sperlagh, 2021) y el Alzheimer (Eskelinen & Kivipelto, 2010). También
se ha demostrado que la cafeina tiene efectos antiinflamatorios y brinda
antioxidantes con efectos beneficiosos en la salud (Barcelos et al., 2020).

Sin embargo, como resultado del efecto energizante y neuro estimulante, esta
sustancia puede estimular el comportamiento ansiolitico especialmente en
personas que sufren de ansiedad cronica y aumentar la posibilidad de tener
ataques de panico (Klein et al., 1991). La cafeina también puede alterar el estado
de suefio y afectar la calidad del mismo (Reichert et al., 2021) sin embargo este
efecto bien puede considerarse beneficioso dependiendo de la situacion, como
por ejemplo al momento de conducir, en donde se ha probado que la cafeina
puede incrementar el estado de atencion y reducir la fatiga durante esta actividad
(Irwin et al., 2020).



2.3. POLIFENOLES

2.3.1. Generalidades

Los polifenoles corresponden a uno de los grupos de moléculas de mayor
ndamero y ampliamente distribuido en las plantas, conociéndose hasta méas de
8000 estructuras, las cuales pueden estar formadas desde una estructura
fendlica simple hasta otras moléculas con una estructura polimerizada compleja
como los taninos, con diferentes caracteristicas y propiedades de las cuales se
ha destacado el beneficio en la salud humana y también su aplicacion en la
industria. (Bravo, 1998).

Los polifenoles se generan como producto del metabolismo secundario de las
plantas vasculares cuya estructura quimica base es el fenol, un anillo aromatico
gue contiene un grupo hidroxilo como sustituyente. A partir de este esqueleto se
derivan moléculas mas complejas con mas sustituyentes hidroxilo o conjugado
con otras moléculas como polisacaridos (Balasundram et al.,, 2006) cuyas
variaciones permiten clasificar a este gran grupo de diversas maneras (B. Zhang
et al., 2015). Una de estas clasificaciones es la descrita por Valencia-Avilés et al.,
(2017), la cual se describe de la siguiente manera:

Isoflavonas

& Flavonoides FEELEnES

Dihidroflavonoles

Antocianidinas

Chalconas

Acidos
hidroxibenzoicos

Acidos
hidroxicinamicos

Polifenoles

volatiles
e No Flavonoides

Lignanos

Figura 4. Clasificacién de los polifenoles (Valencia-Avilés et al.,2017)



Estos compuestos se presentan mayormente en los alimentos de origen vegetal
como frutas y verduras, y también en bebidas. Sin embargo, su concentracion
varia grandemente de un alimento a otro, inclusive entre la misma especie
(Balasundram et al., 2006).

En la guayusa, de acuerdo a un estudio realizado por Garcia-Ruiz et al., (2017)
se identificaron 14 compuestos fendlicos en las hojas verdes y procesadas,
siendo el acido clorogénico, acido isoclorogénico y neoclorogénico los que
predominaban en cantidad, y la quercetin-3-O-hexosa por parte de los flavonols.
En el mismo estudio se identificd una alta capacidad antioxidante, lo cual estaria
relacionado con el contenido total de polifenoles, el cual es 54.86b + 3.09 GAE
/g para hojas verdes, y 106.62a + 4.41 mg GAE /g para hojas blanqueadas. Otros
autores se han encontrado contenidos totales de polifenoles de 33.44 + 0.48 mg
GAE/g (Villacis-Chiriboga et al., 2018b) en donde ademas se ha encontrado que

la digestibilidad in vitro reduce el 59% del contenido total de polifenoles.

2.3.2. Actividad biologica

Unas de las principales caracteristicas que han despertado interés en este grupo
es la capacidad de actuar como antioxidante al neutralizar los efectos producidos
por radicales libres y consecuentemente el estrés oxidativo, quelar iones
metalicos potenciando su efecto antioxidante, y actuar sobre la inhibicion de
enzimas como la fosfolipasa A2, cicloxigenasa y lipoxigenasa (Valencia et al.,
2017), lo cual genera un impacto positivo en la salud humana.
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Figura 5. Mecanismo de eliminacién de radicales libres en polifenoles (Zafar et al., 2016)

Otros efectos de los polifenoles que se han comprobado tanto in vivo como in
vitro es que este grupo puede regular el sistema inmune, incrementar la
resistencia capilar, actuar como antiinflamatorio, ralentizar el desarrollo de
tumores al actuar como citostatico, favorecer el cuidado del sistema
cardiovascular, actuar como hepato protector, disminuir el desarrollo de
microorganismos por sus propiedades antivirales y antimicéticas, entre otros
(Munin & Edwards-Lévy, 2011).

Por sus propiedades, en la actualidad se investigan sus aplicaciones con fines
tecnoldgicos en la industria ya sea como colorante natural, antimicrobiano o
antioxidante (Baenas et al., 2018) y por sus propiedades medicinales también
generan valor agregado en diversos productos como en las bebidas (lvana &
Marija, 2019).

2.4. MOLIENDA

2.4.1. Generalidades

La molienda es un paso importante durante el procesamiento de la guayusa para
exportacion o para la elaboracion de té de guayusa. La finalidad de este

procedimiento se enfoca en reducir el tamafio de particula.



En plantas como el tabaco, se han encontrado que la molienda puede generar
un impacto sobre las propiedades fisicoquimicas, estructurales y sobre todo en
el contenido de compuestos bioactivos en donde se ha evidenciado una
disminucién de estos y de la capacidad antioxidante en polvos superfinos (Y.
Zhang et al., 2021).

2.4.2. Molino de discos

El molino de disco, como se observa en la Figura 6, es un molino que comprende
de un disco en donde la muestra pasa a través de un pequefio espacio entre un
disco dentado que gira a gran velocidad y que esta en contacto contra otro disco
estacionario, produciendo de esta manera el efecto de cizalla sobre la muestra y

reduciendo el tamafio de la misma (Bayram & Oner, 2007).

Figura 6. Molino de disco simple modelo GPX

(Modern Process Equipment Corporation, 2022)

2.4.3. Molino de matrtillos

El molino de martillos es muy usado debido a su versatilidad el cual permite llegar
a tamanos de particulas diferentes. Este molino consiste de un rotor giratorio de
alta velocidad que contiene varios martillos dispuestos de manera perpendicular
al eje, cuyo esquema se presenta en la Figura 7. Cuando el eje gira, estos
martillos se activan y colisionan con la muestra que ingresa desde la parte

superior, generando un impacto que destroza la muestra y reduce su tamafo
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hasta que estos puedan atravesar una criba en la parte inferior de la carcasa.

(Barbosa-Céanovas et al., 2005)

Figura 7. Esquema del funcionamiento de un molino de martillos

(Warzecha & Michalczyk, 2020)
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3. IDENTIFICACION DEL OBJETO DE ESTUDIO

El presente proyecto se enfoca en la evaluaciéon del comportamiento del
contenido de dos compuestos bioactivos propios de la guayusa, la cafeina y los
polifenoles totales frente al proceso de molienda después de aplicar dos tipos de
molinos y a diferentes tiempos de molienda.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial, los compuestos bioactivos de las plantas son altamente
valorados en la industria debido a sus aplicaciones y efectos benéficos para la
salud (Pai etal.,, 2022) sin embargo, el procesamiento industrial de estos
productos provoca que el contenido y la actividad biolégica de estos compuestos
presente variaciones a lo largo de la cadena productiva disminuyendo la calidad
y el valor del alimento (Mehta et al., 2022), por lo que actualmente se buscan
alternativas para optimizar las condiciones en cada proceso y mantener lo mas

estable posible el contenido de estos compuestos (Cao et al., 2021).

En el Ecuador, la guayusa es una planta de consumo diario y de gran importancia
para la poblacion kiwcha, asi también como para la creciente industria que
procesa y comercializa productos a base de esta hoja, sin embargo, existen
escasos estudios relacionados con la actividad biolégica y composiciéon
fitoquimica (Radice etal., 2017) especialmente aquellos enfocados en la
evaluacion de estos parametros durante el procesamiento industrial de la hoja.
De los pocos estudios realizados, se conoce que los procesos industriales como
el blanqgueamiento o la fermentacion tienen un impacto en la concentracion de
los compuestos bioactivos como los polifenoles (Garcia-Ruiz et al., 2017), asi
también el proceso de secado (Santana et al., 2018), sin embargo aun no existe
evidencia de estudios en los que se haya evaluado el proceso de la molienda
sobre estos parametros de la guayusa, por lo que el efecto de este proceso sobre
los compuestos bioactivos es desconocido. De aqui radica la importancia de la

investigacion realizada en este proyecto.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la influencia de dos métodos de molienda sobre la concentracion de

cafeina y polifenoles en las hojas secas de guayusa (llex guayusa).

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Analizar el comportamiento del contenido de polifenoles totales de las hojas
secas de guayusa (llex guayusa) luego de pasar por los diferentes procesos
de molienda, identificando la mejor condicién para obtener mayor cantidad de
este compuesto.

2. Evaluar el comportamiento del contenido de cafeina de acuerdo al proceso
de molienda de las hojas secas de guayusa (llex guayusa), identificando el
mejor tratamiento para obtener mayor cantidad de este compuesto.

13



6. JUSTIFICACION Y APLICACION DE LA METODOLOGIA

6.1. JUSTIFICACION

En el oriente ecuatoriano, existen varias empresas ecuatorianas y miles de
productores de guayusa, de los cuales la mayoria corresponde a la comunidad
indigena kwichua, cuyo sustento radica en el procesamiento y comercializacion
de la guayusa, de la cual la produccién presenta un aumento en los ultimos afios,
asi como las exportaciones las cuales se han fortalecido (Franco et al., 2020).
Dichos eventos han generado una busqueda de estrategias por parte de varias
organizaciones para mejorar la calidad y agregar valor al producto y a la cadena

de valor (Ministerio de Produccién Comercio Exterior Inversiones y Pesca, 2022)

Dentro de las estrategias se apuesta por la innovacion (Sociedad Alemana para
la Cooperacién Internacional Gl1Z, 2020), entre las cuales esta la mejora de los
procesos productivos para obtener mejores rendimientos. El presente proyecto
permite conocer el comportamiento de los polifenoles y la cafeina al atravesar
diferentes métodos de trituracion en condiciones controladas, de manera que
permitird obtener informacion importante para aplicar mejoras en este proceso y
obtener mayores rendimientos de estos compuestos bioactivos que le dan valor
y reconocimiento a esta planta amazonica, y mejorando la calidad del producto
e incrementando el valor del mismo. Esto tiene el potencial de aumentar el valor
en el mercado nacional e internacional y generar mayores ingresos econémicos
para los involucrados en la cadena productiva. Vale la pena mencionar que la
presente investigacion se encuentra dentro del marco del proyecto PPP-
ADITMAQ-GIZ-UDLA de manera que se expresa los respectivos
agradecimientos a la empresa ADITMAQ, y a la Sociedad Alemana para la

Cooperacién Internacional por su aporte para llevar a cabo el presente trabajo.
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6.2.METODOLOGIA

6.2.1. Tipo de investigacion

El presente estudio se encuentra dentro de un nivel de investigacion explicativo,
ya que se investigo la relacion causa — efecto entre las diferentes condiciones de
molienda y la concentracién de compuestos bioactivos de la guayusa. A partir de
dicha premisa, esta investigacion también esta encasillada dentro del tipo de
investigacion basica o pura pues se generd conocimiento a partir de la

informacion obtenida.
6.2.2. Poblacion y muestra

La unidad experimental para este trabajo correspondi6 a una muestra de 5 kg de
hojas secas de guayusa la cual fue tomada de los cultivos de guayusa
pertenecientes a los socios de la Asociacion Wifak, del cantén Tena. Dichas
muestras fueron posteriormente procesadas por la empresa YHULife hasta la
etapa del secado, y posteriormente fue trasladada a la a la ciudad de Quito para

su analisis.
6.2.3. Disefio experimental

Para esta investigacion se aplicé un disefio factorial completamente al azar
(DCA), con dos factores de dos y tres niveles respectivamente. Para cada
tratamiento se aplic tres repeticiones. Las variables con las que se trabajaron

en la presente investigacion se indican en las siguientes tablas:

Tabla 2. Cuadro de variables independientes

VARIABLES INDEPENDIENTES

VARIABLE NIVELES UNIDADES TIPO DE
VARIABLE

Tipo de molino 1. Molino de matrtillos N/A Cualitativa
2. Molino de discos
Tiempo de molienda 3.5 Minutos Cuantitativa
4. 10
5. 20
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Tabla 3. Cuadro de variables dependientes

VARIABLES DEPENDIENTES

VARIABLE UNIDADES TIPO DE
VARIABLE
Concentracion de mg / 100 mg Cuantitativa
cafeina
Concentracion de mg AGE / g Cuantitativa

polifenoles totales

AGE: Equivalente de acido galico.

6.3. MATERIALES Y METODOS

6.3.1. Tratamiento de la muestra

La muestra fue molida aplicando los criterios descritos en el disefio experimental.
Como resultado, se obtuvieron varias fracciones de hoja seca molida las cuales
fueron tamizadas con tamices Tyler para obtener una fraccién con un tamafio de
particula en el rango de 1 mm — 355 um, y con dicha fraccién se procedio a
realizar los analisis. Este procedimiento se lo realizé con el fin de asemejar las
condiciones que se establecen en las empresas que procesan la hoja para

exportacion.

Previo a cada evaluacion, se analizé la humedad de cada tratamiento por

duplicado.

6.3.2. Extraccion y eficiencia de extraccion

La extraccién se la realizd utilizando agua a 50,0°C como solvente. Para
determinar los ciclos de extraccion, se pesé en un tubo por triplicado
aproximadamente 0,30 g de la fraccién tamizada de la hoja y se le afiadio 5 ml
de agua a 50,0 °C para luego colocar los tubos en el bafio maria durante 30
minutos, agitando de vez en cuando. Cumplido el tiempo, se separ6 el extracto
como se observa en la Figura 15 del Anexo 1, y se procedié a analizar el

contenido de polifenoles. Para el siguiente ciclo se colocaron nuevamente 5 ml
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de agua en el mismo tubo y se repiti6 el procedimiento hasta obtener un

contenido de polifenoles totales cercano a cero.

Una vez determinados los ciclos de extraccion, estos se aplicaron para cada

tratamiento previo al analisis de polifenoles totales.

6.3.3. Medicion del contenido de polifenoles totales

Se aplico un método modificado del método de Folin - Ciocalteu (Blainski et al.,
2013) descrito por (Samaniego et al., 2020). Los andlisis fueron realizados en los

laboratorios de la empresa Aditmaq Cia. Ltda.

6.3.4. Medicién de la concentraciéon de cafeina

Se aplicé el método descrito por (Wise & Santander, 2018d) el cual corresponde
a un analisis por HPLC en fase reversa. Los analisis fueron realizados en un

laboratorio externo acreditado.

6.3.5. Materiales

Equipos:

- Molino de matrtillos marca WEG con motor 60 Hz. (Anexo 1, Figura 12)
- Molino de discos simple marca King adaptado. (Anexo 1, Figura 13)

- HPLC

- Espectrofotometro UV marca Peak Instruments C7100

- TermoOmetro laser

- Termobalanza Mettler Toledo HC103

- Bafo de agua

Reactivos:

- Reactivo de Folin — Ciocalteu

- Carbonato de sodio al 20%
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- Acetonitrilo

6.4. Técnica de andlisis estadistico de datos

Para el analisis de los datos de este trabajo se utilizo el andlisis de varianza
ANOVA de un solo factor para el analisis entre el tiempo de molienda y cada
molino, y un ANOVA multifactorial para los diferentes tratamientos y se definio
cual factor tiene influencia sobre las variables respuesta aplicando una prueba
LSD de Fisher. El procesamiento se realizé aplicando el programa Statgraphics

Centurion XVI.II.
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7. RESULTADOS

7.1. Anélisis de polifenoles totales

El analisis de polifenoles de las hojas secas de guayusa que pasaron por los
distintos tiempos de molienda y tipos de molino corresponde al primer objetivo
de la presente investigacion, debido a que estos compuestos presentan una
capacidad para reaccionar con los radicales libres del medio demostrando la
propiedad de actuar como un antioxidante, lo cual se relaciona con una mejor
salud y una reduccion del peligro de padecer enfermedades cardiovasculares,
cancer entre otras, (Quifiones etal., 2012) por lo que lograr conservar un
contenido alto de estos compuestos en las hojas de guayusa después de ser

molida puede brindar mayor valor al producto.

En la tabla 4 se expresan los valores promedio del contenido de polifenoles
totales obtenidos después de aplicar los tratamientos, expresados en miligramos

de acido galico equivalente por cada gramo de muestra (mg AGE/Q):

Tabla 4. Contenido de polifenoles totales por gramo de hojas en base seca por cada
tratamiento

Tino de Tiempo de Polifenoles Totales
M[())Iino molienda Promedio

(min) (mg AGE/gP)
0 42.46 + 8.89
DISCOS® 5 43.40 + 4.83
10 41.85 + 6.84
20 40.84 + 456
0 50.38 + 6.45
MARTILLOS? 50.36 *+ 6.85
10 4958 + 7.23
20 42.48 + 10.79

a: Presentan diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

b: Resultado en base seca
En la tabla 4 se observa que las muestras que fueron molidas con el molino de
discos presentaron valores para polifenoles en el rango de 40.84+4.56 a
43.40+4.83 mgAGE/qg. El andlisis estadistico presente en el Anexo 2 indica que

no se aprecian diferencias significativas al 95% de confianza para el contenido
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de polifenoles por cada tiempo de molienda (p>0.05), cuando se utiliza el molino
de discos. En el grafico 1 se puede observar que no hay una tendencia

apreciable en el contenido de polifenoles con respecto al tiempo.

60,00

50,00

30,00

~ 20,00
10,00

0,00
0 5 10 15 20 25

Tiempo de molienda (min)

Polifenoles totales (mg Ac. Gal. eq/g

—@— DISCOS

Figura 8. Contenido de polifenoles durante la molienda con el molino de discos (p>0.05)

En el grafico 2, para la molienda realizada en el molino de martillos se puede
apreciar que existe una tendencia ligeramente decreciente a medida que
aumenta el tiempo de molienda, sin embargo, el analisis estadistico presenten

en el Anexo 2 indica que esta diferencia no es significativa (p>0.05).
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Figura 9. Contenido de polifenoles durante la molienda con el molino de martillos. (p>0.05).
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En cuanto a la interaccion entre los factores, se determiné diferencia significativa
(p<0.05) entre los dos molinos, lo cual se confirmd aplicando una prueba de
multiples rangos con el método LSD para la concentracion de polifenoles totales
por tipo de molino. Se observa que los tratamientos con el molino de martillos
obtuvieron una mayor cantidad de polifenoles totales en contraste con el molino

de discos.

7.2. Andlisis de cafeina

Los resultados para cafeina se indican en la tabla 5:

Tabla 5. Resultados del contenido de cafeina con respecto al tiempo de molienday tipo de molino

Tiempo .
Tipo de dep Cogﬁg}ﬂg de
molino molie_znda (9/100g)
(min) 9 9
0 2,23 + 0,05
DISCOS 5 2,36 + 0,08
10 2,39 + 0,07
20?2 2,39 + 0,05
0 2,37 + 0,05
MARTILLOS ; 2,31 £ 0,15
2,30 + 0,08
202 2,52 + 0,07

a: Presentan diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)

De acuerdo al andlisis estadistico que se encuentra en el Anexo 2, no se aprecia
diferencias significativas (p>0.05) entre un tipo de molino y otro. Sin embargo, se
aprecian diferencias significativas (p<0.05) en cuanto al tiempo de molienday la
interaccion de los factores de estudio, siendo el tiempo de molienda el que
presenta mayor influencia. La prueba de rangos multiples LSD indica que el

tratamiento que difiere del resto se encuentra a los 20 minutos de molienda.

En el grafico 3 se puede observar que, en el molino de discos, existe un
incremento de la concentracion de cafeina conforme aumenta el tiempo de
molienda, hasta llegar a una tendencia constante a los 20 minutos de molienda.

Al realizar el andlisis de varianza para un factor, se determind que esta variacion

21



es estadisticamente significativa al 95% de confianza, y mediante la prueba LSD
se identificd que el tiempo inicial de molienda es diferente al resto de los valores
para el tiempo de molienda, por lo que se confirma la variacion de la

concentracion de cafeina durante el tiempo de molienda.

2,30

Ll
[
L=

Concentracion de cafeina (g/100g)
=
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0 5 10 15 20 25

Tiempo de molienda (min)

—#— Discos

Figura 10. Contenido de cafeina durante la molienda utilizando molino de discos

En el gréfico 4 se puede apreciar que la concentracion de cafeina en las hojas
de guayusa luego de pasar por el molino de martillos practicamente se mantiene
constante, con pequefias variaciones especialmente a los 20 minutos de
molienda, sin embargo, segun el analisis ANOVA para un solo factor al 95% de
confianza, dichas variaciones no son estadisticamente significativas entre si
(p>0.05).
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Figura 11. Contenido de cafeina durante la molienda utilizando molino de martillos
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8. DISCUSIONES DE LOS RESULTADOS Y PROPUESTA DE LA
SOLUCION

8.1. Analisis de polifenoles totales

Se ha comprobado en estudios previos que la molienda produce un aumento en
el contenido de polifenoles totales, generalmente por el aumento de la superficie
de contacto de la muestra con el solvente (Kharobi & Soubh, 2019), sin embargo,
en esta investigacion al haberse estandarizado el tamafio de particula se podria
descartar este efecto, por lo que la diferencia de polifenoles totales en los dos
tipos de molinos podria corresponder al efecto descrito por Polinski et al. (2022)
el cual indica que la velocidad periférica del molino puede generar radicales libres
gue actian como sefiales de estrés y como consecuencia, en la muestra se
desencadenarian respuestas para contrarrestar este estrés, entre estas
respuestas esta el aumento en la sintesis de antioxidantes. Debido a que el
molino de martillos utilizado produce una velocidad periférica de 3500 rpm vy el
molino de discos trabajé con 43.5 rpm, esto podria explicar el comportamiento
del contenido de polifenoles totales en el molino de discos. Ademas, el aumento
del tamafio de particula aumenta el contacto con el oxigeno potenciando el

efecto descrito anteriormente (Yeretzian et al., 2012).

Estos resultados indican que, en ambos molinos, hasta los 20 minutos de
molienda no existiria un efecto significativo sobre el contenido de polifenoles
totales, sin embargo, el tipo de molino empleado marcaria un punto importante a
la hora de considerar que tipo de molienda emplear para obtener una mayor

eficiencia para conservar el contenido de polifenoles durante el proceso.

8.2. Analisis de cafeina

Se conoce que la cafeina presenta estabilidad térmica por debajo de los 200 °C
(Wang et al., 2019), por lo que se descarta un efecto de la temperatura de los

molinos sobre el contenido de cafeina, los cuales llegaban maximo hasta 35°C.
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El efecto que se presenta en el grafico 3 puede estar relacionado con el tiempo
de molienda y el tamafio de particula que este produce luego de los 20 minutos
de molienda. De acuerdo a la literatura, en investigaciones con el café se ha
evidenciado que la reduccion del tamafio de particula presenta un efecto
significativo sobre el contenido de cafeina al incrementar la superficie de
contacto con el solvente lo cual mejora la eficiencia de la extraccion, fenémeno
que ha sido bien documentado por varios autores (de Vivo et al., 2019). Dicho
efecto también se ha presenciado en la extraccion de otros compuestos
bioactivos en hojas de diversas plantas, en donde se ha demostrado que
mientras mas pequefio es el tamafio de particula, mas rapida es la extraccion
llegando incluso a extraerse la mayoria de los compuestos tan pronto la muestra
entra en contacto con el solvente cuando el tamafio de particula ha sido menor
a 200 um (Alsaud & Farid, 2020).

A pesar de que en esta investigacion el tamafio de particula se lo estandarizé en
el rango entre 1 mm y 355 um, existe la posibilidad de que la distribucion de las
particulas en la fraccion obtenida en tiempo “cero” contenga una mayor cantidad
de particulas con tamafios cercanos a 1 mm, mientras que luego de 20 minutos
de molienda, estas particulas se orienten en su mayoria a tamafios cercanos a
355 um. Esta relacion entre tamafio de particula y tiempos de molienda ha sido
confirmada en estudios anteriores como por ejemplo en mani de origen asiatico
aplicando una molienda ultra rapida (Mohd Rozalli et al., 2015), o incluso en
rocas (Yang et al., 2021) en donde se observa una tendencia en disminuir el
tamafio de la particula a medida que aumenta el tiempo de molienda. Pese a
estas evidencias, se debe realizar un andlisis para comprobar la distribucion

entre el rango de tamafio antes mencionado.

Los efectos antes descritos explicarian el ligero aumento del contenido de
cafeina con respecto al tiempo de molienda cuando se utiliza el molino de discos,
lo que indicaria un punto a tomar en cuenta para seleccionar las mejores

condiciones y obtener el mejor rendimiento de cafeina de las hojas de guayusa.
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

9.1. CONCLUSIONES

El contenido de polifenoles totales de las hojas secas de guayusa se ve
afectado dependiendo del tipo de molino que se utilice, en donde se
aprecia un mayor aumento en la concentracion de estos bioactivos al
aplicar el molino de martillos en contraste con el molino de discos,
independiente del tiempo de molienda que se use, de manera que se
considera la aplicacion del molino de matrtillos independiente del tiempo
de molienda para poder obtener una mayor cantidad de polifenoles
totales.

El contenido de cafeina en las hojas de guayusa seca presenta una
relacion con el tiempo de molienda cuando se aplica el molino de discos
provocando un aumento del contenido de este compuesto bioactivo
conforme aumenta el tiempo de molienda, esto como posible resultado de
la disminucion del tamafio de particula facilitando la extraccion de la
cafeina, de manera que se considera como mejor condicién el uso del

molino de discos con tiempos mayores de molienda.

9.2.RECOMENDACIONES

Comprobar mediante otros estudios si la velocidad cuenta como factor
gue influye en el contenido de polifenoles y cafeina de la guayusa debido
a la posible influencia registrada en la literatura.

Se recomienda realizar el analisis del comportamiento de la capacidad
antioxidante y otros compuestos bioactivos como triterpenoides aplicando
las condiciones descritas en esta investigacion.

Realizar el analisis de compuestos bioactivos aplicando otro tipo de
molinos como el molino de bolas y molino de rodillos.

Realizar pruebas aplicando distintos tamafios de particula con un rango
mucho mas cerrado para comprobar el efecto del tamafio sobre el

contenido de polifenoles totales y cafeina.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Imégenes

Figura 12. Molino de martillos

Figura 13. Molino de discos
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Figura 14. Extractos de guayusa obtenido luego de seis ciclos de extraccién



Anexo 2. Tablas resumen del andlisis estadistico de polifenoles totales.

Tabla 6. ANOVA multifactorial al 95% de confianza para el analisis de polifenoles totales

Fuente Sumade Cuadrado Raz6n- Valor-
EFECTOS Cuadrados Gl Medio F P
PRINCIPALES
A:Tipo de molino 440,865 1 440,865 8,76  0,0052*
B:Tiempo molienda 205,097 3 68,3656 1,36 0,2692
AB 79,5812 3 26,5271 0,53 0,6662
RESIDUOS 2012,81 40 50,3204
TOTAL
(CORREGIDO) 2738,36 47

* Presenta diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)

Tabla 7. Pruebas de Mdltiple Rangos para Polif. Totales por tipo de molino, método LSD
Fisher al 95% de confianza.

Tipo de molino Casos MedialLS SigmalS Hor%gug%%seos
Discos 24 42,1379 1,44799 X
Martillos 24 48,1992 1,44799 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Discos - Martillos * -6,06125 413871

* Indica una diferencia significativa.

Tabla 8. Andlisis ANOVA 95% de confianza para polifenoles totales por tiempo de
molienda en el molino de discos.

Suma de Cuadrado Razoén-
Fuente Cuadrados Gl Medio F valor-p
Entre grupos 20,7869 3 6,9289 0,16 0,9200
Intra grupos 849,7830 20 42,4891

Total (Corr.) 870,569 23




Tabla 9. Andlisis ANOVA 95% de confianza para polifenoles totales por tiempo de

molienda en el molino de martillos.

Suma de Cuadrado Razén-

Fuente Cuadrados Gl Medio F Valor-P
Entre grupos 263,891 3 87,9637 1,51 0,2418
Intra grupos 1163,03 20 58,1516
Total (Corr.) 1426,92 23

Anexo 3. Tablas resumen del analisis estadistico para el analisis de cafeina.

Tabla 10. ANOVA multifactorial al 95% de confianza para el analisis de cafeina

Fuente
EFECTOS Suma de Cuadrado Razén-
PRINCIPALES Cuadrados Gl Medio F Valor-P
A: Tiempo de
molienda 0,0798333 3 0,0266111 4,25 0,0217*
B: Tipo de molino  0,00666667 1 0,00666667 1,07 0,3172
AB 0,0675667 3 0,0225222 3,6 0,0368*
RESIDUOS 0,100067 16 0,00625417
TOTAL

(CORREGIDO) 0,254133 23

* Presenta diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)

Tabla 11. Pruebas de Multiple Rangos para cafeina por tiempo de molienda, método

LSD Fisher al 95% de confianza.

Tiempo de Grupos
molienda Casos MedialLS SigmalsS Homogéneos
0 6 2,30333 0,0322856 X
5 6 2,33167 0,0322856 X
10 6 2,34333 0,0322856 X
20 6 2,455 0,0322856 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-5 0,0283333 0,0967925
0-10 -0,04 0,0967925
0-20 -0,151667 0,0967925
5-0 0,0116667 0,0967925
5-20 -0,123333 0,0967925
10-20 -0,111667 0,0967925

* Indica una diferencia significativa.



Tabla 12. Andlisis ANOVA 95% de confianza para cafeina por tiempo de molienda en el
molino de discos.

Suma de Cuadrado Razén-
Fuente Cuadrados Gl Medio F Valor-P
Entre grupos 0,0489 3 0,01632 4,44 0,0407*
Intra grupos 0,0294 8 0,0036
Total (Corr.) 0,0783 11

* Presenta diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)

Tabla 13. Pruebas de Mudltiple Rangos para cafeina por tiempo de molienda al aplicar el
molino de discos, método LSD Fisher al 95% de confianza.

Tiempo de Grupos
molienda Casos Media Homogéneos
0 3 2,2333 X
5 3 2,3567 X
20 3 2,3867 X
10 3 2,3900 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
0-5 * -0,1233 0,114142
0-10 * -0,1567 0,114142
0-20 * -0,1533 0,114142
5-10 -0,0333 0,114142
5-20 -0,0300 0,114142
10-20 0,0033 0,114142

* indica una diferencia significativa.

Tabla 14. Analisis ANOVA 95% de confianza para cafeina por tiempo de molienda en el
molino de discos.

Sumade Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 0,0984 3 0,0328 3,71 0,0612
Intra grupos 0,0707 8 0,0088

Total (Corr.) 0,1691 11




