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RESUMEN

La guayusa (llex guayusa), es una planta medicinal presente en la region amazonica, la cual
es conocida y utilizada por sus habitantes debido a sus propiedades curativas, ademas de ser un
energizante natural, que ofrece multiples beneficios en la parte fisica y mental. El desarrollo de
una bebida a base de Guayusa, se ve limitada debido a que los tratamientos tradicionales de
conservacion, causan perdidas de ciertas propiedades fisicas y quimicas importantes en el
alimento. En este trabajo se evalud el efecto del calentamiento Ohmico, como método para
conservar un extracto a base de Guayusa, a distintos tiempos (50, 110 y 140 segundos) y voltajes
(15, 25 y 40 V). Se determino que, a 40 V' y 140 segundos, se obtiene una reduccion de carga
microbiana importante para coliformes, mesofilos, mohos y levaduras. Ademas, los analisis
demuestran que sus propiedades fisicas (densidad y conductividad eléctrica) y quimicas (pH y
acidez) se reducen de manera no significativa, mientras que la concentracion de cafeina se
redujo en un 40%. También, se analiz6 su aceptacidon organoléptica mediante la prueba de
Tukey al 0.05% de probabilidad demostrando que su aceptacion presenta diferencia

significativa entre los demas tratamientos.

Palabras claves: Calentamiento Ohmico, Extracto de guayusa, Reduccion de carga

microbiana.



ABSTRACT

The ‘guayusa’, scientifically known as llex guayusa, is a medical plant that is present in
the Amazonian region of Ecuador, it is known and use for the habitants of this region due to
its curative properties, it is also a natural energizing that offers a lot of benefits as much as in
the mental part and in the physical part. The development of an energy drink made of
Guayusa suffers limitations because the traditional treatments of its conservation cause the
loose of certain chemical and physical properties who are mainly important in this plant. This
paper evaluated the effect produced for the ohmic heating as a method to conserve an extract
based of Guayusa. The ohmic heating process was realized in distinct periods of time (50, 110
and 140 seconds), and with different charges of voltages (15, 25 and 40 volts). The research
gave us as results that with a charge of 40 volts and in a time-lapse of 140 second it is
possible to obtain an important reduce of the microbial load for microorganisms such as;
coliform bacteria, mesophile, mold and yeast. The analyses demonstrated that its physical
properties (density and electrical conductivity) and chemical properties (pH and acid value)
experienced a no significant reduction; meanwhile the caffeine concentration suffered a
reduction of 40% in his original values. It was also analyzed his organoleptic acceptance
through the Tukey’s test with 0.05% of probability demonstrating that his acceptation present

significant different between the other treatments.

Keywords: Ohmic Heating, Guayusa Extract, Reduction of microbial load.



INTRODUCCION

La region amazonica de nuestro pais contiene miles de especies vegetales unas madereras
otras medicinales y otras simplemente ornamentales. Dentro de las plantas medicinales
contamos con un pequefio arbusto al que se denomina guayusa su nombre cientifico es llex
guayusa, mismo que es conocido y muy utilizado por los indigenas amazdnicos por sus
propiedades curativas y energizante natural. (Duefias, Jarrett, Cummins, & Logan—Hines,

2016)

La demanda de bebidas energéticas que se expenden en el pais y que en su mayoria
contienen dosis exorbitantes de sustancias como son la cafeina, taurina e hidratos de carbono
que son nocivas para la salud humana si son consumidas en exceso (Aldas., 2013) en vista a
esto se ha ido desarrollando nuevos productos (bebidas energéticas) con base natural como lo

es el Té verde.

Los alimentos pierden calidad desde el momento que son cosechados u obtenidos a traves
de cambios que son consecuencia de reacciones fisicas, quimicas o microbiologicas, la
conservacion de alimentos es una lucha continua contra los microorganismos y elementos que
deterioran los alimentos o los hacen inseguros, tanto los microorganismos como las enzimas
son los principales agentes responsables del deterioro y deben por tanto ser los objetivos de

las técnicas de conservacion.

Este trabajo tiene como finalidad evaluar el extracto de guayusa (llex guayusa), que es
considerada como una bebida energética natural utilizando el calentamiento Ohmico como un
método de conservacion alternativo e innovador de alimentos dejando asi a un lado los

métodos tradicionales.



Han tenido mayor aceptacion la aplicacion de los métodos de alta presién, calentamiento
6hmico y el campo eléctrico pulsado, ya que no requieren la aplicacion de calor, son
tratamientos relativamente econémicos, especialmente cuando se puede trabajar en sistema
continuo y con volimenes adecuados de producto, y no producen problemas de residuos

peligrosos.

El calentamiento 6hmico por su lado es un tratamiento térmico en el cuél el calor que se
genera a través de una corriente eléctrica atraviesa el alimento, ésta energia eléctrica se
transforma en calor, que lo transfigura en un calentamiento rapido, manteniendo las
propiedades organolépticas y la calidad de los alimentos de ésta manera se encuentran mejor

conservados a diferencia de los métodos convencionales. (Pineda D. , 2014)



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 TEMA

Efecto del Calentamiento Ohmico sobre la inactivacion microbiana y las propiedades

fisico-quimico del extracto de guayusa (llex guayusa).

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Una de las bebidas més consumidas a nivel mundial son los energizantes comerciales, la
bebida de Guayusa (llex guayusa) se encuentra en un importante apogeo por ser un
energizante natural muy potente que ofrece multiples beneficios fisicos y mentales, también
de ser un diurético que desintoxica el cuerpo da a los consumidores una sensacién natural

ademas es atractivo a simple vista.

Se trata de envasar extractos de Guayusa en latas o botellas para promover su consumo y
cumplir con los estilos de vida cambiantes del consumidor, sin embargo se encontr6 que la
produccion de una bebida de Guayusa puede llegar a ser problematico por ser rico en
nutrientes y maltiples fotoquimicos funcionales incluyendo a los polifenoles que este
contiene, lo cual los hace susceptible a la contaminacion microbiana por lo que se requiere
implementar de un método adecuado para inactivar los microorganismos e implementarlos

para productos de bebidas de té.

Sin embargo, la pérdida de las cualidades sensoriales (color, de sabor y gusto) durante el

tratamiento térmico ha limitado el desarrollo de bebida de Guayusa (llex guayusa) en el



mercado; ademas, algunos investigadores han observado que los polifenoles (TP) son
sensibles al calor, ya que son vulnerables a la descomposicion y la isomerizacion durante el

tratamiento térmico. (Pineda & David, 2014)

Poco se sabe sobre los efectos del Calentamiento 6hmico en las bebidas de Guayusa (llex
guayusa) por lo tanto en la actualidad la investigacion en la industria alimentaria se dirige a
remplazar técnicas de conservacion de alimentos tradicionales como los tratamientos térmicos
intensos, conservacion quimica, etc; por técnicas innovadoras que garanticen la inocuidad de

los alimentos para el consumo humano.

1.3 FORMULACIONY SISTEMATIZACION DE LA INVESTIGACION

1.3.1 Formulacion del problema

El efecto del Calentamiento Ohmico sobre el extracto de Guayusa pretende responder a la

siguiente interrogante:

¢El efecto del Calentamiento Ohmico en el extracto de Guayusa reducira de una forma
confiable la carga microbiana sin afectar las propiedades nutricionales y fisico-quimicas que

este contiene?

1.3.2 Sistematizacion del problema
e ;Cual serd el tiempo y voltaje ideal para la inactivacion microbiana en el extracto
de Guayusa?
e ;Cual serd el tiempo de vida util al extracto de guayusa al que se le aplico
calentamiento 6hmico?
e ;Cuanto se reducira la carga microbiana al aplicar el Calentamiento Ohmico en el

extracto de Guayusa?



e (Se mantendran las propiedades fisico-quimicas del extracto de Guayusa al que se

le aplico Calentamiento Ohmico?

14  OBJETIVOS
1.4.1 Objetivo General
Evaluar el efecto del Calentamiento Ohmico sobre la inactivacion microbiana y las

propiedades fisico-quimico del extracto de Guayusa (llex guayusa).

1.4.2 Objetivos especificos

e Analizar la carga microbiana en el extracto de Guayusa antes y después de ser
tratado por calentamiento 6hmico.

e Determinar las propiedades fisico-quimicas y sensoriales del extracto de Guayusa
(llex guayusa) antes y después de ser tratado por calentamiento 6hmico.

e Cuantificar la cantidad de cafeina presente en el extracto de Guayusa (llex guayusa)
antes y después de ser tratada por Calentamiento Ohmico.

e Determinar la conductividad eléctrica del extracto de Guayusa (llex guayusa) antes

y después de ser tratada por Calentamiento Ohmico.

1.5  JUSTIFICACION

151 Justificacién Teorica

La presente investigacion se enfocara en estudiar un tratamiento no convencional para
eliminar e inactivar microorganismos en los productos alimenticios. Se trata de la aplicacion
del efecto Joule en una infusion de Guayusa con alto contenido de cafeina. Este proceso de

esterilizacion se lo realiza debido a diferentes estudios, el paso de energia eléctrica por un



fluido afecta gravemente en la membrana celular de los Microbios patdégenos, matandolos o

inactivandolos, obteniendo asi un producto inocuo listo para el consumo humano.

El procesamiento y comercializacion de las hojas de Guayusa en la region amazonica del
Ecuador las realiza la Fundacion Runa y la empresa Runatarpuna (Coello 2013). En los paises
como EEUU, Canada y Europa. La guayusa tiene un mercado muy exitoso debido a sus
propiedades estimulantes. Aproximadamente 180 comunidades indigenas orientales se
encuentran organizados para esta produccion. (Duefias, Jarrett, Cummins, & Logan—Hines,

2016)

A pesar de las tecnologias disponibles la industria alimentaria investiga cada vez méas con
la finalidad de modificar, o incluso sustituir, las técnicas de conservacion tradicionales
(tratamientos térmicos intensos, salado, acidificacion, deshidratacion y conservacion quimica)

por nuevas tecnologias.

1.5.2 Justificacion Metodologica

Para lograr los objetivos de esta investigacion se acude al empleo de técnicas de
investigacion, en las cuales se mediran ciertos parametros fisicos- quimicos y microbioldgicos
en el extracto de guayusa antes y después de su tratamiento. Los parametros a evaluar son:
voltaje que se suministra al extracto de guayusa en un tiempo determinado, y las
concentraciones de cafeina antes y después del proceso de esterilizacion. Con ello se pretende

obtener un producto aceptable para el consumo humano.



1.5.3 Justificacién Practica
De acuerdo con los objetivos de estudio, su resultado permitira abrir nuevas
investigaciones del tratamiento 6hmico en otros alimentos, como lo pueden ser lacteos, jugos

y zumo de frutas, etc.

Considerando que la Guayusa (llex guayusa) es una planta nativa del Ecuador, se propone
mediante esta investigacion aplicar en el extracto un método de conservacion alternativo e
innovador para conservar los componentes de este, asi mismo como darle un tiempo de vida

atil mas prolongado.

1.6 LIMITES DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion tiene como fundamento principal la evaluacion de calentamiento
ohmico, el cual se llevara a cabo en el laboratorio de fisica; y por lo consiguiente el objetivo es
la inactivacion microbiana el cual se va a realizar en el laboratorio de microbiologia. Ambos

laboratorios ubicados en la facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad de Guayaquil.

Figura 1: Mapa de Zona
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1.7  HIPOTESIS
Se podra reducir la carga microbiana presente en el extracto de Guayusa (llex guayusa)

manteniendo las propiedades fisico-quimicas al ser procesado por calentamiento 6hmico.

1.8 VARIABLES
1.8.1 Variable dependiente

e Carga microbiana presente en extracto de Guayusa (llex guayusa) procesado por

calentamiento 6hmico.

e Propiedades fisico-quimicas del extracto de Guayusa (llex guayusa) procesado por

calentamiento 6hmico.

1.8.2 Variable independiente

e Voltaje; (voltios).

e Tiempo; (segundos).

1.9 OPERACION DE VARIABLES

En la Tabla 1 se observa la operacionalizacion de las variables que forman parte
importante en la investigacion en la evaluacion del calentamiento 6hmico sobre la
inactivacion microbiana y las propiedades fisico-quimico del extracto de guayusa (llex

guayusa)
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Tabla 1

Operacionalizacién de Variables

Unidades Norma
Variable Subvariable Definicion Instrumento de medicion de
medicion
Carga microbiana presente en Consiste en reducir la Placas Petrifilm 3M, para:
-AOAC método
extracto de Guayusa (llex carga microbiana después de o Coliformes oficial 991.14
. -AOAC Método
% guayusa) procesado por ser tratado por el o Aerobios totales UFC/ml oficil 986,53
E - P - - P - -AOAC Método
< calentamiento 6hmico. calentamiento 6hmico. o Mohos y Levaduras
— Oficial 997.02
i
— Propiedades fisico-quimicas del Método de titulacion % INEN 1091
zZ
w
& extracto de Guayusa (llex Realizar los andlisis o Refractometro °Brix | T
&)
guayusa) procesado por correspondientes como o Conductimetro ppm T
calentamiento 6hmico. acidez, grados brix, o Peachimetro pH T

conductivida, pH.

11



INDEPENDIENTES

Cantidad de voltios que o Fuente de
Voltaje (voltios) actlian en un aparato o energia

sistema eléctrico. o Voltimetro

Periodo determinado
Tiempo (segundos) durante el que se realiza una o Cronémetro
accion o se desarrolla un

acontecimiento.

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

-Corriente

Continua

-Segundos

12



CAPITULO 2

2 MARCO TEORICO
Los métodos de conservacidn de alimentos alternativos como son: campos eléctricos
pulsados, calentamiento 6hmico, radiofrecuencias o microondas, son complementos
potenciales o sustituyentes a la pasteurizacion térmica los cuales ya han sido sometidos a

desarrollos sustanciales para la aplicacion comercial.

El calentamiento éhmico recibe una importante atencién por parte de la industria
alimenticia en los cuales ya ha sido utilizados en varios productos liquidos como por ejemplo

huevo liquido, zumos de naranja, maracuya, manzana, tomate, sopa de guisantes, leche, etc.

2.1  Conservacion de los alimentos
Los alimentos siempre seran mas frescos al momento de cosecharlos, sin embargo si se los
consumira posteriormente a su cosecha o preparacion es necesario tratarlos y conservarlos ya

sea con frio, calor, deshidratandolos o con quimicos.

211 Técnicas de conservacion

Los productos alimenticios expendidos en diferentes centros comerciales son previamente
tratados para su conservacion y mantenerse frescos hasta llegar al consumidor, existen varios
métodos y técnicas de conservacion para los alimentos que se han ido desarrollando en la

industria alimenticia como por ejemplo:

e Refrigeracion.
e Congelacion.

e Pasteurizacion.

13



e Secado (tradicional, congelado-secado, secado por atomizacién o spray).
e Procesos termicos (alimentos enlatados de baja acides).

e Alimentos acidificados.

212 Tecnologias emergentes de conservacion de alimentos.
Seglin (Anzueto, 2012) las tecnologias emergentes son: “Métodos o procesos no térmicos
de conservacion, procesos alternativos o complementarios a los métodos tradicionales de

conservacion de alimentos”

Las tecnologias emergentes de conservacion de alimentos no térmicas son las siguientes:

Altas presiones hidrostaticas (APH)

e Pulso eléctricos

e Irradiacion

e Pulsos luminosos

e Calentamiento 6hmico

e Ultrasonido

e Campos magnéticos

e Unos de productos quimicos ( O3, CO2, ClO2, agua electrolizada)

e Envases inteligentes. (Anzueto, 2012).

2.1.3 Calentamiento Ohmico
El calentamiento 6hmico es un tratamiento térmico en el cuél el calor que se genera a
través de una corriente eléctrica atraviesa el alimento, ésta energia eléctrica se transforma en

calor, que lo transfigura en un calentamiento rapido, manteniendo las propiedades
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organolépticas y la calidad de los alimentos de ésta manera se encuentran mejor conservados

a diferencia de los métodos convencionales.

Los siguientes autores (Simpson R. Carevic G., Jimenez P., & Grancelli M., 2017) expresa
“’El calentamiento 6hmico es un proceso térmico en el cual el calor es generado internamente

en el alimento, el cual actia como resistencia al paso de corriente alterna. >’

El mecanismo de inactivacién microbiana en el calentamiento 6hmico esta en generar un
dafo sutil en la membrana celular debido a la presencia de los campos magneticos generados,
ocasionando que la pared celular forme poros en presencia de las cargas eléctricas en la pared
celular conocido como electroporacion, permeabilizando la membrana celular la misma que

se encarga de la inactivacién microbiana con este efecto. (Pineda & David, 2014).

2.1.3.1 Electroporacion

Menciona (Fernandez-Molina, y otros, 2001)”El plasma de las membranas celulares hace
permeable a pequefias moléculas, después de haber sido expuesto a un campo eléctrico, y la

permeabilidad causa hinchazén y una eventual ruptura de la membrana celular”.

“La electroporacion es un pulso eléctrico de alto voltaje que se utiliza para inducir un estado

eficaz de poracion en una membrana.” (ADAC, 2010)
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Figura 2 Electroporacion de una membrana celular mostrando zonas de
hinchamiento, lisis e inactivacion celular
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Lisis Lélala inactiva—l

Segun  (Fernandez-Molina, y otros, 2001) la electroporacion “Es un fendmeno que
desestabiliza temporalmente la capa lipidica y las proteinas de la membrana celular al ser
sometidas a campos eléctricos pulsantes de alto voltaje.” Y su objetivo es la eliminacion de

microorganismos.

2.1.3.2 Conductividad Eléctrica
La conductividad eléctrica es la medida de la capacidad (o de la aptitud) de un material para

dejar circular libremente la corriente eléctrica.

La conductividad electrolitica en medios liquidos se encuentra relacionada con la presencia
de sales en solucion, cuya disociacion genera iones positivos y negativos capaces de trasferir
la energia eléctrica si se expone el liquido a un campo eléctrico; a estos conductores i6nicos

se los Ilama electrolitos o conductores electroliticos. (Gil, 2000)
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Figura 3 Cuba contiene el electrolito
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214 Aplicacion del Calentamiento 6hmico en bebidas
El uso de tecnologias alternativas que se basan con el principio de la utilizacion de energia
eléctrica para procesar los alimentos se encuentra siendo atraido por la industria alimentaria

en los ultimos afos. (Pineda D. , 2014)

En la actualidad algunos de los métodos utilizados para el procesamiento de alimentos
como es la aplicacion del calentamiento 6hmico en bebidas estan causando buenos resultados
ya que permite dar un valor agregado al producto y a su vez se ven mejorados los atributos de

calidad los cuales son de mayor preferencia para los consumidores.

2.15 Ventajas que ofrece el Calentamiento 6hmico
La efectividad de la tecnologia para inactivar microorganismos alteradores y patdgenos, la

ventaja obvia de tratamientos 6hmicos sobre los métodos convencionales es la falta de
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temperaturas de la pared de alta y limitar los requisitos de los coeficientes de transferencia de

calor. (Mateos, s.f.)

Preserva en comparacion con la tratamientos térmicos convencionales incluyen mantener
el color y el valor nutritivo de los alimentos, el tiempo de proceso corto y un mayor

rendimiento.

2.2  Guayusa (llex guayusa)

Guayusa (llex guayusa) Es un arbusto - pequefio que se encuentran en la regién amazénica
de Colombia, Ecuador y Per0. Los Pueblos de ésta region dentro de su folklore tienen
tendencia a consumir un té o infusion de guayusa que se realiza con sus hojas. La guayusa
corresponde al Unico espécimen que existe dentro de la familia Aquifoliaceae con alrededor
de 600 especies, de las cuales 300 especies se encuentran en los Neotrépicos. (Duefias, Jarrett,

Cummins, & Logan—Hines, 2016).

Figura 4 Hojas de guayusa llex en el cantén Archidona,

Fuente: Fundacién Runa.
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221 Taxonomia

Tabla 2 Taxinomia

CLASE EQUISETIOPSIDA C. AGARDH
SUBCLASE MAGNOLIIDAE NOVAK EX. TAKHT
SUPERORDEN ASTERANAE TAKHT
ORDEN AQUIFOLIALES SENFT
FAMILIA AQUIFOLIACEAE BERCHT. & J .PRESL
GENERO ILEX L.

NOMBRE CIENTIFICO

NOMBRE VERNACULO

ILEX GUAYUSA LOES.

GUAYUSA.

Fuente: Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de Guayaquil.

2211 Descripcion taxondémica

Arbol. Hojas simples, alternas; lamina eliptica, 8-13 x 4-7 cm, venas pinnadas,

broquidrédomas, base cuneada, margen suavemente dentada, revoluta, apice acuminado,

glabras en ambos lados; peciolo 0.5-1 cm, acanalado, glabro. Flores y frutos no vistos. Ver

(ANEXO 7).

2.2.2 Composicién de la Guayusa

Datos referenciales de (Fausto Garcia., 2013) indica que la especie llex guayusa posee una

composicion rica en cafeina (2,90 al 3,28%), por lo que es considerada una planta

energizante, otros estudios basados en extracciones con solventes, sefialan como sustituyentes

de la especie: quinonas, metilxantinas, teobromina, teofilina, taninos, compuestos
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esteroidales, lactonasterpenicas, cumarinas, flavonoides, saponinas triterpénicas y aceites
esenciales. También (Aldas., 2013) expresa que se ha sefialado la presencia de alcaloides
purinicos , triterpenos derivados del &cido clorogénico, riboflavina, piridoxina, acido

nicotinivo, &cido ascorbico, colina y &cido isobutirico.

2.2.3 Propiedades de la guayusa y usos medicinales de la guayusa

Los kitchwas (Innerhofer and Bernhardt, 2011) y los Achuar (Lewis etal., 1991). Son
unas de las tribus de la amazonia ecuatoriana que utilizan la guayusa por sus propiedades
medicinales. Recolectan sus hojas para hervirlas y beberlas en la mafiana siguiente. Para los
Achuar, ésta es una bebida que purifica el cuerpo y que debe tomarse por las mafianas para
eliminar las impurezas induciendo al vdmito. (Duefias-Serrano, Logan-Hines, Stimola, &

Montagnini., 2013)

Entre las propiedades que resaltan en la guayusa tenemos:

= Potente antioxidante: Contiene antioxidantes con mayor capacidad de absorcion de

los radicales libres que el mismo té verde.

= Ricaen vitaminas y minerales: Es rico en minerales como el magnesio, calcio, zinc,

potasio y en las vitaminas D y C.

= Contiene estimulantes: A demas de la cafeina de la cual es muy rica la guayusa esta

contiene estimulantes como teofilina y la teobromina.

2.2.4 Tipos y caracteristicas de la guayusa
Se pueden encontrar varias especias dentro del género llex los mismos que se encuentran

en la amazonia de Colombia, Ecuador y PerU; dentro de estas especies se toman en cuenta a
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tres considerandolas como las mas importantes que las encontraremos en la siguiente tabla.

(Aldas, Arias, & Gualli, 2013).

Tabla 3 Principales Especies Del Genero llex En Relacion A Sus Usos (2,6 Y 7)

TIPO CARACTERISTICA USOS
llex guayusa (2) Color: verde oscuro Bebida estimulante del
Largo: 15-21 cm sistema nervioso central,
Ancho: 5-7,5 cm emético

Forma: Oblonga-eliptica
llex vomitoria (6) Color: verde claro Emético

Largo:1-4,5cm
Ancho:1-2 cm
Forma: Oval-eliptica

llex paraguariensis (7)  Color: verde oscuro Bebida Estimulante del
Largo: 7-11cm sistema nervioso central.
Ancho:3-5,5cm
Forma: Oval

Fuente: (Aldas, Arias, & Gualli, 2013)

2.25 Utilidades de la guayusa.

La (llex guayusa) tiene multiples usos ya que ésta depende de la manera y el lugar que se
la cultive, se la emplea como: energizante, estimulante, para la lucidez, fortificante,
desinflamatorio, reconstituyente, tonificante, expectorante, emenagoga, digestivo, aromatica,

emético, Contra el reuma. (Aldas, Arias, & Gualli, 2013)
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2.3 Alimentos energéticos

(Portillo & Garcia, 2005) Expresa en su investigacion que:

“Cuando los alimentos son ricos en hidratos de carbono y/o grasas, se les clasifica como
alimentos energéticos. Estas sustancias al ser metabolizadas, proporcionan la energia que el

organismo necesita para mantener las funciones y realizar las actividades habituales.”.

2.3.1 Bebidas energéticas

Las bebidas compuestas a base de cafeina, taurina e hidratos de carbono son conocidas
como bebidas energizantes y éstas son bebidas no alcohdlicas las que en su mayoria son
gasificadas, otros de los ingredientes que las componen son los aminoacidos, vitaminas,
minerales, extractos vegetales, aditivos acidulares, conservantes, saborizantes y colorantes.
Estas bebidas han sido disefiadas para suministras vitalidad (SALTOS, 2014), ademas (Radl
A. Castellanos, 2017) manifiestan que fueron creadas para “incrementar la resistencia fisica,
proveer reacciones mas veloces, mayor concentracion, aumentar el estado de alerta mental,
evitar el suefio, proporcionar sensacién de bienestar, estimular el metabolismo y ayudar a

eliminar sustancias nocivas para el cuerpo .".

2.3.2 Ventajas del consumo de bebidas energizantes
Las bebidas energizantes fueron disefiadas con la finalidad de brindar vitalidad en
momentos especificos como desgaste fisico y mental, estas no causaran riesgos al organismo

si son consumidas con moderacion.
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2.4  Cafeina

La cafeina es una sustancia existente en algunas plantas naturales y también es producida
sintéticamente en laboratorio. Se encuentran en el café, té, chocolate, cacao ademas de
bebidas energéticas y gaseosas. La cafeina se localiza en pequefias cantidades variando en la
parte de la planta, ya sea: las semillas, hojas, frutos. La cafeina tiende también actuar como un
pesticida natural paralizando y matando a los insectos que se alimentan de las plantas. Muy a
menudo se encuentra esta sustancia como ingrediente de ciertos productos actuando como
suplemento para la pérdida de peso, también en energizantes, analgésico, bebidas deportivas,

y preparaciones herbales. (Aznar & Calle, 2011).

24.1 Estructura quimicas de la cafeina
La cafeina es un alcaloide que esté presente en més de 60 especies de plantas. Su estructura
molecular pertenece a un grupo de xantinas trimetiladas con sus compuestos intimamente

relacionados: teobromina (presente en el cacao) y la teofilina (presente en el té).

Quimicamente, esos alcaloides se parecen a las purinas, xantinas y al acido urico, que son
compuestos metabolicamente importantes. Las fuentes mascomunes de la cafeina son el
café, el té, el chocolate y las bebidas derivadas de la cola. La cantidad de cafeina presente en
esas bebidas varia a tono con la especie de la planta, el tipo de grano de café, cacao u hoja de
té, la ubicacion geografica, el clima, las practicas culturales y el tamafio de la porcion

consumida. (Tavares & Sakata, 2012, pag. 1).
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2.4.2 Propiedades farmacoldgicas de la cafeina

Nos explica (Tagliafico & Gabriel, 2008) que:

“La teofilina, cafeina y teobromina comparten algunas acciones farmacologicas de interés
terapéutico; relajan musculo liso, en particular el de bronquios, estimulan el sistema nervioso

central, muasculo cardiaco y actlan como diuréticos en los rifiones”.

24.3 Efectos de la cafeina en el organismo

24.3.1 Efectos sobre el sistema nervioso central

Psicoestimulantes la cafeina produce de forma dosis dependiente una activacion
generalizada del Sistema Nervioso Central (SNC), posiblemente al aumentar la liberacién de
noradrenalina. Aumenta la alerta, Reduce la sensacién de cansancio y fatiga, aumenta la
capacidad de mantener un esfuerzo intelectual y mantiene el estado de vigilia a pesar de la

privacion de suefio.

Los efectos analgésicos que contiene la cafeina dosis-dependiente potenciada por los
inhibidores de la serotonina y un efecto adyuvante en la analgesia. (Lozano, Garcia, &

Albaladejo, 2015, pag. 5).

2.4.3.2 Efecto de la cafeina sobre el sistema cardiovascular

Las acciones de las metilxantinas en el aparato circulatorio son complejas y a veces
antagonicas, y los efectos dependen en gran medida de los cuadros que prevalecen en el
momento de administracion, la dosisutilizada y el antecedente de exposicion a las
metilxantinas. La cafeina y el ejercicio parecen tener efectos aditivos sobre la presion arterial

sistolica, mientras que los efectos de la cafeina sobre la presion arterial diastolica se debilitan.
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Corazén: Bastan 250 a 350 mg de cafeina administrados a individuos que no han recibido
metilxantinas, para producir disminuciones leves de la frecuencia cardiaca e incrementos
pequerios en las presiones sistolicas y diastélica, pero las dosis en cuestion casi nunca generan
efecto alguno en dichos parametros entre quienes consumen cafeina en forma regular a
concentraciones mayores, la cafeina y teofilina ocasionan taquicardia neta; los individuos
sensibles pueden sufrir otras arritmias, como contracciones ventriculares prematuras.
También pueden surgir arritmias en personas que consumen bebidas cafeinadas en exceso.

(Tagliafico & Gabriel, 2008, pags. 4, 5).

2.4.3.3 Efecto de la cafeina sobre el aparato digestivo.

La cafeina opera como un estimulante de a vesicula biliar, relajando la musculatura lisa de
las vias biliares, disminuyendo los niveles de colesterol en la bilis estimulando la secrecion
acida gastrica, tiene un efecto diurético con tolerancia a largo plazo. (Lozano, Garcia, &

Albaladejo, 2015).

2434 Efecto de la cafeina sobre el sistema muscular.

La cafeina es la sustancia mas activa para potenciar el rendimiento fisico ya que sus
componentes producen vasodilatacién a nivel muscular, aumenta la respuesta contractil al
sistema nervioso disminuyendo también el cansancio y la fatiga. (Lozano, Garcia, &

Albaladejo, 2015).

2.4.35 Efectos fisiologicos beneficiosos de la cafeina.
La teofilina se utiliza en adultos como broncodilatador de tercera eleccion en el asma 'y la

enfermedad pulmonar obstructiva cronica. En Pediatria se emplea como broncodilatador y
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estimulante del SNC. Las metilxantinas son el tratamiento de primera eleccion en la apnea del
recién nacido prematuro. La cafeina se utiliza junto a analgésicos para potenciar la eficacia
antialgica y antimigrafiosa. También esta indicada en el tratamiento de la narcolepsia. La
cafeina podria disminuir el riesgo de aparicion de la enfermedad de Parkinson (EP) en

hombres y en mujeres.

También se ha sugerido el uso de la cafeina en otras enfermedades neurodegenerativas:
enfermedades de Alzheimer y de Huntington. Digestivas. Varios estudios caso-control han
relacionado el consumo crénico de café con la reduccién del riesgo de cancer colorectal y de

colon, pero ningun estudio de cohortes lo ha confirmado.

Endocrinas. Consumir café o chocolate negro podria aumentar la sensibilidad a la insulina
y reducir el riesgo de diabetes tipo 2. Este efecto se atribuiria a sus diferentes componentes
con capacidad antioxidante. Ginecoldgicas. La cafeina podria aumentar la motilidad de los
espermatozoides por lo que seria util en pacientes con astenozoospermia. (Lozano, Garcia, &

Albaladejo, 2015)

Cancer. La cafeina presenta efectos supresores sobre células tumorales en metéstasis
experimentales. Esto sugiere que las metilxantinas podrian mejorar la clinica de la
enfermedad metastésica reduciendo la morbimortalidad asociada. (Lozano, Garcia, &

Albaladejo, 2015, pags. 9, 10)

26



244 La cafeina en productos comerciales.

Existen una gran variedad de productos comerciales los cuales poseen su principio activo

con base en la cafeina las mismas que se encuentran en mas de 50 especies de plantas de las

cuales se detallan las mas importantes a continuacion:

Tabla 4 Principales Productos Ricos En Cafeina

NOMBRE

DESCRIPCION

CAFE

Yoco o huarmi yoco

NUEZ DE COLA

GUARANA

Es la planta que tiene a mayor cantidad

de cafeina. Se obtiene la bebida de café
mediante el secado, pilado, tostado y
molido del grano del café se prepara una
infusion, del mismo modo tiene otros
usos en la gastronomia general.
Contiene una cantidad similar a la del
café, se lo prepara extrayendo su jugo y
mezclandolo con agua

Arbol originario de Africa Occidental,
rico en cafeina, de la semilla del arbol se
obtiene un extracto para refrescos rico en
cafeina.

Planta originaria de las amazonas, las
semillas del guarana se debe realizar el
secado y posteriormente el molido de las
semillas para obtener un polvo y realizar

la infusion.
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HUITO O JAGUA

MATE, LA HIERBA MATE O TE

PARAGUAYO

CACAO

Arbol originario de las amazonas sulas
semillas son ricas en cafeina pero su
consumo es mas apetecido por la fruta
mas que por su semilla por las tribus
amazonicas quienes las utilizan como
fuente de pintura.

Es un Arbusto cuyas hojas son ricas en
cafeina, las mismas que de secan y se
muelen para realizar una infusion con
éstas.

Planta de origen azteca, posee la mitad de
teobromina una sustancia similar a la
cafeina. El chocolate amargo tiene uso
medicinal, pero pierde todos sus
beneficios al mezclarlo con leche y

azUlcar.

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)
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CAPITULO 3

3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Tipo de investigacion
El tipo de investigacion realizada en este trabajo de titulacion es experimental, centrandose
en lo siguiente: exploracion experimental cualitativa y cuantitativa empleando las variables

que dependen del proceso como son el tiempo y el voltaje de la parte experimental.

3.2  Disefio de la Investigacion

En la presente investigacion se aplicé el siguiente disefio de investigacion:

o Revision bibliogréfica

o Evaluacion de los métodos y técnicas
o Experimentacion

o Aplicacion de estadistica

o Experimentacion empirica

o Conclusiones y recomendaciones

3.3  Metodologia de la investigacion

El trabajo de investigacion se basa en el estudio de los efectos del calentamiento 6hmico
método de conservacion de alimentos, que consiste en la inactivacion microbiana en un extracto
de Guayusa (guayusa llex) mediante la accion de corriente eléctrica directa con voltajes

variables para el estudio de este proyecto.
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En este proceso se busca inactivar Aerobios totales, Coliformes, Mohos y Levaduras que
son los microorganismos que alteran y dafian al producto, ademés de mantener las propiedades
fisico-quimicas y organolépticas del producto. Tiene esta investigacion una base exploratoria y
experimental ademas de un enfoque cualitativo y cuantitativo debido a que se obtendran datos
como es el tiempo, voltaje, temperatura, muerte microbiana, variacion de la cafeina en el
extracto las mismas que se realizaran en los laboratorios de microbiologia y fisica de la

Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad de Guayaquil.

3.4  Metodologia experimental

341 Factores de estudio

El presente trabajo de investigacion asume los siguientes factores de estudio:

Tabla 5 Variables en el disefio del experimento
15 110
140
50
25 110
140
50
40 110

140

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)
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34.11 Factores experimentales
e Voltaje (voltios)

o 15

o 25

o 40
e Tiempo (segundos)

o 50

o 110

o 140

3.4.12 Factores respuesta
e Inactivacion microbiana

e Cambios en la cafeina

e Conductividad

e Color

e Acidez

opH

34.1.3 Calculo del niUmero de experimentos

# de experimentos= AxB xC

A= 2 duplicado para generar varianza estadistica

B= 3 nimero de voltajes a estudiar

C= 3 numero de tiempos a estudiar
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# de experimentos =2 x 3 x 3

# de experimentos = 18

3.5 Recursos
351 Materia prima
e Guayusa

e Agua

3.5.2 Materiales y equipos

Equipos

Calentador 6hmico

= Fuente de energia

= Voltimetro

= Peachimetro

= Rotavapor

= Espectrofotometro UV
= Cémara de incubacion
= Refractometro

Materiales

= Petrifilm Coliformes

= Petrifilm Aerobios totales

= Petrifilm 3M Mohos y Levaduras
= Vaso precipitacion (250ml)

= Vaso precipitacion (500ml)

Conductimetro
Termometro
Cronometro digital
Mufla

Bafio maria
Reverbero

Balanza analitica

Probeta de 100ml
Pipeta de 10 y 5ml
Soporte universal
Micro pipeta de 1ml

Capsulas de porcelana
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Vidrio reloj

Balon de 250ml
Matraz Erlenmeyer
Embudo de vidrio
Papel filtro

Tiras de pH

Reactivos

= Triclorometano (Cloroformo)
= Sulfato de sodio anhidro

= Hidroxido de sodio 0,1N

= Fenolftaleina

=  Cloro

Medidoras de litro
Cedazo

Ollas

Tamiz

Bandejas

Botellas color ambar de 500ml
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3.6

Diagrama de Flujo del proceso

Figura 5 Diagrama de flujo del proceso

< RECEPCCION

)

Desecho
SELECCION  EEEE—
LAVADO
ESCURRIDO
TRITURADO —
TAMIZADO
PESADO
INFUSION
T=60°C; t= 20 min
FILTRACION Residuo
DEL P
EXTRACTO

TRATAMIENTO
OHMICO

ENVASADO

ALMACENAMIENTO

C

—

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)
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3.7  Descripcién del proceso

Recepcion.

Las hojas secas de guayusa que fueron recibidas para el desarrollo de éste proyecto
son provenientes de la provincia del Pastaza cantdn Tena, que fueron sometidas a una
inspeccion las mismas que fueron verificadas por la facultad de Ciencias Naturales de la

Universidad de Guayaquil. Ver (ANEXO N°7)
Seleccion de la materia prima.

Bajo una inspeccidn rigurosa de seleccidn, las hojas de guayusa (llex guayusa) deben
presentar buen aspecto, estar frescas y que no se contengan algun tipo de porosidad,
manteniendo un buen olor. Esta seleccidn se la realiza con el objetivo de descartar

aquellas hojas que contengan hongos, mohos e insectos.
Lavado.

El lavado se lo realiza hoja por hoja, para retirar los posibles contaminantes de tierras
0 restos agricolas que estén adheridas. A continuacion se procede a realizar la
desinfeccion en una solucion de cloro al 0,5%; se sumerge las hojas y se deja reposar en
la solucién por 5 minutos, después se retiran del agua y se las enjuaga con abundante

agua.

Acosta (2002) expresa que “El uso de sales clorinadas como el hipoclorito de sodio o
de calcio para la reduccion de poblacién microbiana se emplean en dosis minimas,

entere 0,5 — 2,0% y el tiempo de inmersion es también breve, entre 5 y 10 minutos’’.
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Escurrido.

Las hojas de guayusa se las obtuvo secas, lo que se procede a realizar es a escurrir el
exceso de agua en un cedazo metalico y se lo dejo por 24 horas hasta que el agua sea

eliminada en su totalidad.

Triturado.

Las hojas secas de guayusa son trituradas en una licuadora totalmente limpia y libre
de alguna impureza, obteniéndose de éste proceso unas hojas de guayusa finamente

trituradas.

Tamizado.

Una vez obtenida la reduccion de tamafio de la hoja de guayusa se procede a realizar

el tamizado, obteniendo el tamafio de las hojas de 500 um para realizar el extracto.

Pesado.

El pesado se realiza con la finalidad de recabar datos de la materia prima, una vez
obtenidos el pesado se le agrega para realizar el extracto de guayusa un valor de 13,6

gramos de hojas de guayusa por cada litro de agua.

Extraccion de la infusion.

Se coloca las hojas de guayusa trituradas en un recipiente, después se agrega agua a
una temperatura de 60° C y se las deja reposar por 20 minutos. La relacién de guayusa

secay aguaes 13,6: 1.

Filtracion del extracto.

Una vez transcurrido el tiempo de extracto se procede a filtrar el agua obtenida con

papel filtro, con el objetivo de retirar las hojas de guayusa.
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Tratamiento 6hmico.

Una vez obtenido el extracto de guayusa se somete a calentamiento 6hmico, el
equipo para realizar las pruebas, este consta de una fuente de energia, un voltimetro y
un temporizador en el cual se va a regular el voltaje y el tiempo establecido para la

experimentacion.

El experimento se realiza en tiempos de 50, 110 y 140 segundos y en voltajes de 15,
25 y 40 voltios. Las muestras obtenidas de este tratamiento son analizadas para

determinar propiedades fisico-quimicas y microbioldgicas del producto.

Envasado.

Una vez finalizado el proceso y habiendo obtenido los resultados deseados se
procede al llenado de la bebida en envases de plastico color ambar en presentaciones de

500ml.

Almacenado:

Se almacena la bebida en refrigeracion a una temperatura aproximada de 10°C.
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3.8 Balance de materia

Balance de materia para la infusion

A=5000 g de agua B= 68 g hoja seca

C= 252 g agua perdidos
«— Infusidn

Nomenclatura:

A= 5litros de agua = 5000g de agua
B= Hojas de Guayusa

C= Agua perdida en la filtracion
D= Infusion de Guayusa en gramos

Balance General

E=S

A+B=C+D

5000g + 68g = 252g + D

D = 4816 g de infusion de Guayusa

D= ??g de infusién de Guayusa
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CAPITULO 4

4 PRUEBAS EXPERIMENTALES
Las muestras de guayusa (llux guayusa) fueron evaluadas través de instrumentos de
laboratorio. Las pruebas experimentales que se realizo se las describe a continuacién en

cada una de las variables que se midieron.

4.1  Descripcion de las variables

4.1.1 Determinacion de sélidos solubles

Se realizo el analisis al inicio y al final del tratamiento 6hmico, con la ayuda de un
refractdbmetro marca BOECO VRB32 de escala 0 a 32% de °Brix; con el objetivo de

registrar la variacion del contenido de solidos solubles disueltos de cada tratamiento.

Procedimiento:

> Se calibra el refractometro con agua destilada.
> Se coloca entre 2 a 3 gotas de la muestra en el lente del refractometro.

> Se lee el dato obtenido.

4.1.2 pH
Se realiz6 el andlisis de pH a cada una de las muestras de la infusion antes y después
de aplicar el tratamiento con el calentador 6hmico, para registrar los datos se utilizé un

peachimetro de marca ATC.

Procedimiento:

» Se calibra el peachimetro con agua destilada segun las especificaciones del
instrumento y con las soluciones buffer que estas tienen para su respectiva

calibracion.
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» Se coloca 15 ml de muestra en un vaso de precipitacion.
» Se sumerge el peachimitro en la muestra y se deja reposar hasta que el lector
digital me dé el dato a leer.

> Se lee el dato.

4.1.3 Densidad
Se empled el método del picndmetro para determinar la densidad del extracto antes

y después del tratamiento 6hmico.
Procedimiento:

» Se pesa el picnémetro seco cuidadosamente en la balanza analitica,
obteniendo con este nuestra primer medida o wl gue es el picndmetro vacio.

» Se llena con agua destilada el picnémetro y pesarlo en la balanza analitica, asi
obteniendo nuestra segunda medida o w2.

» A continuacion se elimina el agua, se seca y se pesa de nuevo obteniendo la
tercer medida w3.

» Y por ultimo se introduce la muestra problema en el picnémetro y se lo pesa
en la balanza analitica obteniendo el cuarto dato o w4.

» Se utiliza la siguiente férmula para la determinacion de la gravedad especifica

w4 -Ww3
w2 -wi

Formula de la densidad de la muestra:
p de la muestra = gravedad especifica * p patrén

Densidad patrén es: 1 g/ cm?
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414 Acidez titulable
Se determind a través de este andlisis la variacion del contenido de acido citrico de

los tratamientos basados en la norma NTE INEN-1SO 750:2013.

Procedimiento:

» Ubicar la bureta en el soporte universal y aforar con hidréxido de sodio al 0,1N.

» Se coloca 50ml de muestra en un vaso de precipitacion.

» Agregar de 4 a 5 gotas de fenolftaleina en el vaso de precipitacion el cual
contiene la muestra.

» Se procede a realizar la titulacion con el hidréxido de sodio que fue colocado
previamente en la bureta.

» Se observa cuanto de hidroxido de sodio fue consumido y se anota el valor para

luego ser utilizado en la formula correspondiente.

Para obtener la acidez del extracto de guayusa se utilizo la siguiente formula:

A= V(OHNa) * N(OHNa) * 0,064 = 100
- Vm

A: acidez

V (OHNa): Volumen del hidroxido de sodio consumido
N (OHNa): Normalidad del hidroxido de sodio

0,064: Factor del &cido citrico

Vm: Volumen de la muestra
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4.1.5 Conductividad
Se realizo el andlisis de conductividad a cada una de las muestras de la infusion antes
y después de aplicar el tratamiento con el calentador 6hmico, para registrar los datos se

utilizé un conductimetro de marca Liquiatec PM300.

Procedimiento:

» Se calibra el conductimetro con agua destilada segun las especificaciones del
instrumento.

» Se coloca 15 ml de muestra en un vaso de precipitacion.

» Se sumerge el conductimetro en la muestra y se deja reposar hasta que el
lector digital me dé el dato a leer.

> Se lee el dato.

4.1.6 Cromatografia de capa fina
Este es un método cualitativo en el que consiste determinar si la muestra contiene

colorante.

Procedimiento:

» Se coloco en la placa cromatografica una pequefia cantidad del extracto de
guayusa.

» Despues se introdujo la placa con la muestra ya integrada en un vaso de
precipitacion, el cual contiene 15ml de agua (muestra blanca).

» Se espera a que la muestra corra hasta el otro extremo de la placa
cromatografica.

» Se retird la placa y se deja que la muestra seque.
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» Para finalizar se lleva la placa a una cdmara de luz UV en el cual se

determina si la muestra contiene colorantes.

4.1.7 Contenido de cafeina por el método de extraccion con cloroformo
Se determind la cafeina por un método de extraccion con cloroformo antes y

después de cada tratamiento.

Procedimiento:

» Se coloco la infusion de guayusa una cantidad de 250ml.

> Para realizar el proceso de extraccion se coloca la infusién en un embudo de
decantacion, y después agregar dosis de cloroformo 15 ml, seguido realizar
una pequefia agitacion y abriendo la llave para dejar escapar los gases
volatiles que en este se forman (dos extracciones sucesivas pueden ser
suficientes).

» Se separa la fase organica extraccion de cafeina con cloroformo
(triclorometano) y la fase acuosa del extracto de guayusa, colocando la fase
organica en un vaso de precipitacion.

» A continuacion se precede a realizar un lavado de la fase organica con
hidroxido de sodio (0,1N) existiendo una nueva solucién de la fase organica.

» Luego, se deshidrata con sulfato de sodio anhidro (1 cucharada es suficiente
para la deshidratacion, al realizar esta accion la fase organica se vuelve
transparente la cual nos indica que esta quedo deshidratada).

» Por ultimo se decanta la fase organica deshidratada.

» Para la recuperacion del cloroformo se coloca la fase organica deshidratada

en un matraz el cual va a ser llevado a una destilacién en el rota vapor.
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» Se determina la masa de la cafeina tarando previamente el matraz del rota

vapor.

4.1.8 Analisis Microbiolégico
Se realiz6 un andlisis microbioldgico para determinar la reduccién microbiana tanto

antes y después de aplicar el tratamiento 6hmico en el extracto de guayusa.

Las pruebas que se realizaron en el extracto fueron las siguientes:

e Meétodo de conteo de aerobios mesofilos totales en placas 3M
e Determinacion de coliformes totales en placas 3M

e MEétodo de conteo de mohos y levaduras en placas 3M

418.1 Método de conteo de aerobios mesofilos totales en placas 3M
Para realizar el ensayo se realiz6 por duplicado cada muestra utilizando placas

petrifilm 3M.

Procedimiento:

» Se dispone de la placa petrifim en una superficie plana, en el cual se levanta
el film superior para agregar la muestra.

» Se pipetea 1ml de muestra colocandolo en el centro aproximadamente del
interior del film, manteniendo la pipeta en posicion vertical sin tocar el film
del interior mientras se esta pipeteando.

» Luego se suelta el film superior y se deja caer sin deslizar el film hacia abajo.

» Se coloca el aplicador sobre el film superior que este se debe encontrar bien

centrado sobre el in6éculo.
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4.1.8.2

Se aplica una presion leve sobre el aplicador para distribuir el inéculo por
toda la zona circular sin mover ni girar el aplicador.

Se deja por 1 minuto la placa para que se solidifique el gel que este tiene.

Se lleva las placas petrifilm a incubacion con la cara hacia arriba y aplicadas
en grupos no mas de 20 placas.

Se las incuba a 30 +/- 1°C durante 72 horas para cualquier tipo de alimento.

Leer las placas consultando la guia de interpretacion para leer los resultados.

Determinacion de coliformes totales en placas 3M

Para realizar el ensayo se realizé por duplicado por cada muestra utilizando placas

petrifilm 3M.

Procedimiento:

>

Se dispone de la placa petrifilm en una superficie plana, en el cual se levanta
el film superior para agregar la muestra.

Se pipetea 1ml de muestra colocandolo en el centro aproximadamente del
interior del film, manteniendo la pipeta en posicion vertical sin tocar el film
del interior mientras se esta pipeteando.

Luego se suelta el film superior y se deja caer sin deslizar el film hacia abajo.
Se coloca el aplicador sobre el film superior que este se debe encontrar bien
centrado sobre el inoculo.

Se aplica una presion leve sobre el aplicador para distribuir el in6culo por
toda la zona circular sin mover ni girar el aplicador.

Se deja por 1 minuto la placa para que se solidifique el gel que este tiene.

Se lleva las placas petrifilm a incubacidon con la cara hacia arriba y aplicadas

en grupos no mas de 20 placas.
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» Se las incuba a 35 +/- 2°C durante 24 horas para cualquier tipo de alimento.
» Posteriormente se realizo el recuento de unidades formadoras de colonias que

se presentaron de color rojo con presencia de gas.

4.1.8.3 Método de conteo de mohos y levaduras en placas 3M
Para realizar el ensayo se realizé por duplicado por cada muestra utilizando placas

petrifilm 3M.

Procedimiento:

» Se dispone de la placa petrifilm en una superficie plana, en el cual se levanta
el film superior para agregar la muestra.

» Se pipetea 1ml de muestra colocandolo en el centro aproximadamente del
interior del film, manteniendo la pipeta en posicién vertical sin tocar el film
del interior mientras se esta pipeteando.

» Luego se suelta el film superior y se deja caer sin deslizar el film hacia abajo.

» Se coloca el aplicador sobre el film superior que este se debe encontrar bien
centrado sobre el inoculo.

» Se aplica una presion leve sobre el aplicador para distribuir el inéculo por
toda la zona circular sin mover ni girar el aplicador.

» Sedeja por 1 minuto la placa para que se solidifique el gel que este tiene.

» Se lleva las placas petrifilm a incubacion con la cara hacia arriba y aplicadas
en grupos no mas de 20 placas.

» Se las incuba a 22° +/-2°C durante 3-5 dias para cualquier tipo de alimento.
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» Posteriormente se realizo el recuento de hongos quienes se observan como
colonias grandes, difusas y de color variantes, mientras que las levaduras

forman colonias pequefias con borde definido y de color azul-verdoso.

4.1.9 Tiempo de vida atil
Se realizd la prueba de tiempo de vida Util acelerada a cada una de las muestras de la

infusion antes y después de aplicar el tratamiento con el calentador 6hmico
Procedimiento:

v Se coloc6 las muestras en la incubadora a una temperatura de 45°C

v Se fue evaluando cada 24 horas como iba evolucionando los productos.

v" Se anotaron los parametros de color, olor, °Brix, pH y observaciones de cémo
se encontraban las muestras.

v Através de una tabla guia se puede definir el tiempo de vida util en percha

del extracto. VER (ANEXO N°10)

4.1.10 Descripcion del analisis sensorial
El producto desarrollado por la presente investigacion fue analizado
sensorialmente por 30 participantes semientrenados, con los datos extraidos de la
prueba de catacion se midio la aceptacion del producto, donde se utilizé un disefio
completamente al azar compuesto por 9 tratamientos cada uno a través de 30
repeticiones, ademas la comparacion de sus medias se analizo por medio de la prueba de
Tukey al 5% de probabilidad. Para el estudio se utilizé una tabla hedénica detallada en

la Evaluacién sensorial.

47



Factor A: Tiempo (segundos)
Al: 50
A2:110

A3: 140

Factor B: Voltaje
B1: 15
B2: 25

B3: 40
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CAPITULO 5

5 RESULADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.1  Andlisis de resultados las propiedades organolépticas

Tabla 6 Determinacidn organoléptica del extracto de Guayusa antes de la aplicacion del
Calentamiento 6hmico.

Parametro Resultado

Color Café oscuro fuerte
Olor Caracteristico, agradable
Sabor Medio amargo caracteristico
Aspecto Uniforme y no translucido.

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

Tabla 7 Determinacion organoléptica del extracto de Guayusa después de la aplicacion del
Calentamiento éhmico en los diferentes tratamientos.

VOLTAJE (voltios) 15 25 40
TIEMPO (segundos) 50 110 140 50 110 140 50 110 140
Color Café oscuro débil
Sabor Medio amargo caracteristico
Olor Caracteristico agradable.
PARAMETROS
Aspecto Uniforme y no translucido.

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

En la determinacion organoléptica del extracto de guayusa (llex guayusa) los parametros
en la tabla 10, son caracteristicos de la planta, al igual que el sabor color, olor y el aspecto del

extracto, sin embargo en la tabla 11 se observa la determinacion organoléptica del extracto de
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guayusa (llex guayusa) que fue sometida al proceso del calentamiento éhmico, el cual nos

demuestra que en todos los tratamientos tanto en los tres diferentes tiempos y voltajes los

parametros de olor, sabor, aroma y aspecto del producto no tuvieron cambio alguno, mientras

que el color se estim6 una disminucion gradual de un café oscuro fuerte a un café oscuro

débil.

5.2  Andlisis de resultados fisico-quimicos del extracto de guayusa.

En las siguientes tablas se establecieron los parametros fisicos- quimicos del extracto de

guayusa antes y después de ser sometidos al proceso del calentamiento éhmico.

Tabla 8 Determinacidn de los parametros fisico-quimicas del extracto de guayusa,
experimentales promedios antes del calentamiento 6hmico

Parametros antes de aplicar el Calentamiento Ohmico

Solidos
Densidad pH Conductividad Solubles Acidez
(g/cm?) (ppm) (°Brix) (%)
0,99 5,3 526 0,2 0,023

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

Tabla 9 Determinacidon de los parametros fisico-quimicas del extracto de guayusa,
experimentales promedios de las diferentes corridas.

Parametros después de ser tratados con Calentamiento Ohmico

Tiempo . . . Solidos .
Voltaje (segundos) Densidad oH Conductividad S(ilulc-vles Acidez
(g/cm?) (ppm) (°Brix) (%)
50 0,99 5,7 438 0,2 0,014
15 110 0,99 5,8 477 0,2 0,010
140 0,99 5,9 438 0,2 0,008
25 50 0,99 5,7 401 0,2 0,009

50



110 0,99 5,6 444 0,2 0,008

140 0,99 5,6 406 0,2 0,009
40 50 0,99 5,7 367 0,1 0,009
110 0,99 5,9 429 0,1 0,008
140 0,99 5,7 440 0,1 0,007

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

La tabla 12 nos indica las propiedades fisico — quimicas del extracto de guayusa (llex
guayusa) en las condiciones iniciales que este se presento, teniendo como resultado una
densidad de 0,99 g/cm® un pH ligeramente &cido de 5.3, la conductividad relativa que
presento el extracto fue de 526 ppm, mientras que los solidos solubles presentes fueron de 0,2
°Brix indicandonos una escasa presencia de estos solidos en el extracto y por ultimo

obtenemos el porcentaje de acidez que fue de 0,023%.

En la tabla 13 se nota las diferencias de cada tiempo y voltaje utilizado en cada tratamiento
observado como la densidad no vario después de la aplicacion del calentamiento 6hmico, el
pH a su vez aumento ligeramente, la cual es representativa debido al margen de error que

posee el medidor de pH y la conductividad del extracto disminuyo sutilmente.

Los solidos solubles se mantuvieron constante en los dos primeros voltajes y en el voltaje
de 40 voltios en los tiempos 50,110 y 140 segundos este disminuyo de 0.2 a 0.1 viéndose
parcialmente afectado por el calentamiento 6hmico y por ultimo la acidez disminuye

gradualmente en cada tratamiento.
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53 Anadlisis de la cafeina

Grafica 1 Efectos de las variaciones en los parametros del Calentamiento Ohmico sobre la
concentracién de Cafeina en el extracto de Guayusa.
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Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

La grafica 1 nos indica la concentracion del extracto de guayusa (llex guayusa), se observa
que inicialmente posee 224,44 mg/l de cafeina, antes de ser sometido al calentamiento
o6hmico, mientras que en los tratamientos aplicados nos da como resultado la disminucion
gradual de la concentracion de cafeina después de someterlos a calentamiento éhmico.
Analizando los resultados de la concentracion de cafeina en el primer voltaje que fue de 15
voltios en tres diferentes tiempos se observa una disminucion leve de cafeina en el primer
intervalo de tiempo de 240,00 mg/l, mientras que en los siguiente dos intervalos de tiempo se
mantienen constantes las concentraciones de cafeina a 150,00 mg/l. El segundo voltaje fue de
25 voltios en tres diferentes intervalos de tiempo se observa una disminucion mas gradual de
la concentracion de cafeina a diferencia de la que fue inicialmente siendo de 200,00 mg/l, asi

mismo en los dos ultimos intervalos de tiempo las concentraciones se mantuvieron en 150,00
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mg/l. 'Y por ultimo la concentracion de cafeina en el tercer voltaje de 40 voltios en tres

intervalos de tiempo se mantuvo en 150,00 mg/l, manteniéndose contaste la concentracion.

Estos estudios realizados experimentalmente con el método de extraccion utilizando
cloroformo, fueron corroborados estos resultados de la disminucion gradual de la
concentracion de cafeina aplicando el tratamiento 6hmico, se escogio el tercer voltaje que fue
de 40 voltios y el ultimo intervalo de tiempo de 140 segundos para enviar a analizar dos
muestras a un laboratorio acreditado para determinar la cafeina presente antes y después de

ser sometido el extracto a calentamiento 6hmico en cual se puede observar en el Anexo No 9.

5.4  Andlisis de resultado microbiol6gico

Gréfica 2 Efectos de las variaciones en los parametros del Calentamiento Ohmico sobre la
inactivacion de Coliformes en el extracto de Guayusa
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Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)
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El efecto de los cambios en los parametros del calentamiento 6hmico sobre la inactivacion de
Coliformes en el extracto de guayusa se muestra en grafica 2. La intensidad del campo
eléctrico y el tiempo de tratamiento vario de 15, 25 hasta 40 voltios y de 50,110 y 140
segundos, respectivamente el cual el calentamiento 6hmico tuvo un efecto significativo en la
inactivacion de Coliformes, inicialmente el tiempo del tratamiento de 50 segundos en tres
intensidades de campo eléctrico (15, 25 y 40 voltios) result6é una reduccion de (21, 14y 13
UFC/placa) en el aumento del tiempo en el tratamiento de 110 segundos en tres intensidades
de campo eléctrico (15, 25 y 40 voltios) result6 una reduccién pronunciada de (20, 10y 2
UFC/placa) mientras que en el aumento del tiempo en 140 segundos tres intensidades de

campo eléctrico (15, 25 y 40 voltios) result6 una reduccion de (5, 5y 1 UFC/placa).

Los resultados obtenidos demuestran que los Coliformes son sensibles a los tratamientos de

Calentamiento 6hmico, especialmente en alimentos acidos bajos como los extracto de té.

Grafica 3 Efectos de las variaciones en los parametros del Calentamiento Ohmico sobre la
inactivacién de Aerobios Mesofilos en el extracto de Guayusa.
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Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)
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El efecto de los cambios en los parametros del calentamiento 6hmico sobre la inactivacion de
aerobios mesofilos en el extracto de guayusa se muestra en gréfica 3. La intensidad del campo
eléctrico y el tiempo de tratamiento vario de 15, 25 hasta 40 voltios y de 50,110 y 140
segundos, respectivamente el cual el calentamiento 6hmico tuvo un efecto significativo en la
inactivacion de aerobios mesofilos, inicialmente el tiempo del tratamiento de 50 segundos en
tres intensidades de campo eléctrico (15, 25 y 40 voltios) resultd una reduccién de (502, 207 y
2 UFC/placa); en el aumento del tiempo en el tratamiento de 110 segundos en tres
intensidades de campo eléctrico (15, 25 y 40 voltios) resulté una reduccion pronunciada de
(371, 177 y 0 UFC/placa) mientras que en el aumento del tiempo en 140 segundos tres
intensidades de campo eléctrico (15, 25 y 40 voltios) result6é una reduccion de (40, 143y 0

UFC/placa).

Gréfica 4 Efectos de las variaciones en los parametros del Calentamiento Ohmico sobre la
inactivacion de Mohos en el extracto de Guayusa
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Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)
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El efecto de los cambios en los parametros del calentamiento 6hmico sobre la inactivacion de

Mohos en el extracto de guayusa se muestra en grafica 4. La intensidad del campo eléctrico y

el tiempo de tratamiento varié de 15, 25 hasta 40 voltios y de 50,110 y 140 segundos,

respectivamente el cual el calentamiento 6hmico tuvo un efecto significativo en la

inactivacion de Mohos, inicialmente el tiempo del tratamiento de 50 segundos en tres

intensidades de campo eléctrico (15, 25y 40 voltios) result6 una reduccion de (33, 25y 14

UFC/placa); en el aumento del tiempo en el tratamiento de 110 segundos en tres intensidades

de campo eléctrico (15, 25 y 40 voltios) result6 una reduccién pronunciada de (30, 8y 8

UFC/placa) mientras que en el aumento del tiempo en 140 segundos tres intensidades de

campo eléctrico (15, 25 y 40 voltios) result6é una reduccion de (28, 8 y 8 UFC/placa).

Gréafica 5 Efectos de las variaciones en los parametros del Calentamiento Ohmico sobre la

UFC/ placa

inactivacion de Levaduras en el extracto de Guayusa
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Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

El efecto de los cambios en los parametros del calentamiento hmico sobre la inactivacion de

Levaduras en el extracto de guayusa se muestra en gréfica 5. La intensidad del campo
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eléctrico y el tiempo de tratamiento vario de 15, 25 hasta 40 voltios y de 50,110 y 140
segundos, respectivamente el cual el calentamiento 6hmico tuvo un efecto significativo en la
inactivacion de Levaduras, inicialmente el tiempo del tratamiento de 50 segundos en tres
intensidades de campo eléctrico (15, 25 y 40 voltios) result6 una reduccion de (TNTC, 201y
107 UFCl/placa); en el aumento del tiempo en el tratamiento de 110 segundos en tres
intensidades de campo eléctrico (15, 25 y 40 voltios) result6é una reduccion pronunciada de
(665, 224 y 74 UFC/placa) mientras que en el aumento del tiempo en 140 segundos tres
intensidades de campo eléctrico (15, 25 y 40 voltios) result6 una reduccion de (615, 172 y

49UFC/placa).

55 Anadlisis de resultado sensorial

Tabla 10: Detalle de las medias de los tratamientos

MEDIAS DE LOS TRATAMIENTOS
N° TRATAMIENTOS
SABOR COLOR OLOR

1 50 Segundos + 15 Voltios 2,63 B 3,17 B 3,1

2 50 Segundos + 25 Voltios 3,13 B 3,37 B 3,2

3 50 Segundos + 40 Voltios 2,87 B 3,13 B 3,37

4 110 Segundos + 15 Voltios 2,77 B 3,27 B 3,03

5 110 Segundos + 25 Voltios 2,97 B 2,93 B 3

6 110 Segundos + 40 Voltios 2,83 B 2,87 B 3,1
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7 140 Segundos + 15 Voltios 3,17 B 3,13 B 3,07 B

8 140 Segundos + 25 Voltios 2,87 B 3 B 3,13 B

9 140 Segundos + 40 Voltios 4,57 A 4,77 A 4,63 A
Coeficiente de Variacion 30,77 26,31 29,24

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

e Interpretacion del sabor

De acuerdo con el anexo 2 del anélisis de la varianza del sabor se puede apreciar el

comportamiento sabor, en la cual el tratamiento nueve presenta una media de 4,57 y un

coeficiente de variacion de 30,77 concluyendo que éste tratamiento fue el de mejor

aceptacion, presentando diferencia significativa entre los demas tratamientos en estudio.

Graéfica 6 Comportamiento sensorial del sabor
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e Interpretacion del color

De acuerdo con el anexo 3 del analisis de la varianza del color se puede apreciar el
comportamiento sabor, en la cual el tratamiento nueve presenta una media de 4,77 y un

coeficiente de variacion de 26,31 concluyendo que éste tratamiento fue el de mejor

aceptacion, presentando diferencia significativa entre los demas tratamientos en estudio.

Grafica 7 Comportamiento sensorial del color
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Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

e Interpretacion del olor

De acuerdo con el anexo 4 andlisis de la varianza del olor se puede apreciar el
comportamiento sabor, en la cual el tratamiento nueve presenta una media de 4,63 y un

coeficiente de variacion de 29,24 concluyendo que éste tratamiento fue el de mejor

aceptacion, presentando diferencia significativa entre los demas tratamientos en estudio.
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5.6

CONCLUSIONES

En cuanto a la reduccién microbiana del extracto de guayusa (llex guayusa) se
obtuvo inicialmente TNTC ufc/placa sin aplicar ningin tipo de tratamiento,
después con la aplicacion del calentamiento 6hmico se logré una reduccion
significativa en el tiempo de 140 segundos y un voltaje de 40voltios en los
microorganismos estudiados. Los cuales fueron en coliformes (1 ufc/placa),
mesofilos (0 ufc/placa), mohos y levaduras (8 y 49 ufc/placa).

Se determind las propiedades fisico-quimicas y sensoriales del extracto de Guayusa
(llex guayusa) antes y después de ser tratado por calentamiento 6hmico el cual se
reducen de manera no significativa manteniéndose en cuanto a sabor, color y aroma
caracteristico del extracto.

La cafeina en el extracto de guayusa al ser sometido a calentamiento 6hmico se
obtuvo una disminucion de 40% en su concentracion, en la aplicacion de los
tratamientos.

La conductividad del extracto disminuyo de forma no significativa después de ser
sometido al calentamiento 6hmico.

La cromatografia de capa fina determino la presencia de colorantes en el extracto.
Se establecié un tiempo de vida Gtil en percha de 2 meses al extracto de guayusa
con el tiempo de 140 segundos y voltaje de 40voltios.

Se analizé su aceptacion organoléptica mediante la prueba de Tukey al 0.05% de
probabilidad demostrando que su aceptacion presenta diferencia significativa entre

los demas tratamientos.
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5.7

RECOMENDACIONES

Realizar méas estudios en cuanto a la reduccién microbiana a extractos de guayusa
por calentamiento 6hmico aplicando tiempos y voltajes méas elevados y variados
para poder llegar a una exactitud en la reduccién microbiana.

Establecer un pardmetro mas exacto para que no exista esa variacion minima de
cafeina en el extracto cuando se aplica el tratamiento.

Las hojas de guayusa debe ser seleccionada y lavadas debido a que pueden
presentar mohos o picaduras de insectos lo que pueden ser perjudiciales para la
salud.

Realizar otro tipo de andlisis para determinacion de otros compuestos que estan
presentes en el extracto de guayusa.

Limpiar y desinfectar el equipo de Calentamiento Ohmico.

El volumen a ocupar en el equipo de calentamiento 6hmico debe ser de 75% en su
capacidad.

Al trabajar con las placas petrifilm es importante realizar los andlisis en un

ambiente estéril.
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7 ANEXOS

Anexo 1 Tablas de determinacion de cafeina y conteo microbioldgico

Tabla 11 Determinacion de la cafeina en el extracto de guayusa antes de aplicar el
calentamiento 6hmico

Tabla de promedios de tratamientos No
Tratados por calentamiento 6hmico

Parametro Unidad Resultado
Cafeina ml/I 244,44

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

Tabla 12 Determinacion de la cafeina en el extracto de guayusa después de aplicar el
calentamiento 6hmico

Tabla de promedios de tratamientos tratados por
calentamiento 6hmico

Voltaje Tiempo Tratados(mg/I)
(voltios) (segundos)
50 240,00
15 110 150,00
140 150,00
50 200,00
25 110 200,00
140 150,00
50 150,00
40 110 150,00
140 150,00

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

70



Tabla 13 Analisis microbiolégico

Tabla de promedios microbioldgicos de tratamientos tratados con calentamiento 6hmico

VOLTAIE TIEMPO COLIFORMES MESOFILOS MOHOQOS LEVADURAS
(voltios)  (segundos)
15 50 21 502 33 1000
110 20 371 30 665
140 5 40 28 615
25 50 14 203 25 201
110 10 177 8 224
140 5 143 8 172
40 50 13 2 14 107
110 2 0 8 74
140 1 0 8 49

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

Anexo 2 Analisis Sensorial

Tabla 14 Detalle de los tratamientos

TRATAMl\IlIOENTOS COMBINACION DETALLE
1 AlBl 50 Segundos + 15 Voltios
2 AlB2 50 Segundos + 25 Voltios
3 AlB3 50 Segundos + 40 Voltios
4 A2B1 110 Segundos + 15 Voltios
5 A2B2 110 Segundos + 25 Voltios
6 A2B3 110 Segundos + 40 Voltios
7 A3B1 140 Segundos + 15 Voltios
8 A3B2 140 Segundos + 25 Voltios
9 A3B3 140 Segundos + 40 Voltios

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)



Tabla 15 Esquema de analisis de varianza

FUENTE DE VARIACION

TOTAL

REPETICIONES

TRATAMIENTOS

ERROR EXPERIMENTAL

269

29

232

GRADOS DE LIBERTAD

DATOS

Tabla 16: Datos de la prueba sensorial del producto

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

TRATAMIENTOS

REPETICIONES

SABOR

COLOR

OLOR

50 Segundos + 15 Voltios

2

1

e

50 Segundos + 25 Voltios

50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios

110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios

140 Segundos + 40 Voltios

50 Segundos + 15 Voltios

50 Segundos + 25 Voltios

50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios

110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios

140 Segundos + 40 Voltios

50 Segundos + 15 Voltios

50 Segundos + 25 Voltios
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50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios

110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios

140 Segundos + 40 Voltios

50 Segundos + 15 Voltios

50 Segundos + 25 Voltios

50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios

110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios

140 Segundos + 40 Voltios

50 Segundos + 15 Voltios

50 Segundos + 25 Voltios

50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios

110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios

140 Segundos + 40 Voltios

50 Segundos + 15 Voltios

50 Segundos + 25 Voltios

50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios

110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios

140 Segundos + 40 Voltios

50 Segundos + 15 Voltios

50 Segundos + 25 Voltios

50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios

110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios

140 Segundos + 40 Voltios

50 Segundos + 15 Voltios

50 Segundos + 25 Voltios

50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios
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110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios

140 Segundos + 40 Voltios

50 Segundos + 15 Voltios

50 Segundos + 25 Voltios

50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios

110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios

140 Segundos + 40 Voltios

50 Segundos + 15 Voltios

50 Segundos + 25 Voltios

50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios

110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios

140 Segundos + 40 Voltios

50 Segundos + 15 Voltios

50 Segundos + 25 Voltios

50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios

110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios

140 Segundos + 40 Voltios

50 Segundos + 15 Voltios

50 Segundos + 25 Voltios

50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios

110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios

140 Segundos + 40 Voltios

50 Segundos + 15 Voltios

50 Segundos + 25 Voltios

50 Segundos + 40 Voltios

110 Segundos + 15 Voltios

110 Segundos + 25 Voltios

110 Segundos + 40 Voltios

140 Segundos + 15 Voltios

140 Segundos + 25 Voltios
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140 Segundos + 40 Voltios 13 5 5 4
50 Segundos + 15 Voltios 14 2 1 1
50 Segundos + 25 Voltios 14 2 1 1
50 Segundos + 40 Voltios 14 1 1 3
110 Segundos + 15 Voltios 14 1 3 1
110 Segundos + 25 Voltios 14 1 1 1
110 Segundos + 40 Voltios 14 1 1 1
140 Segundos + 15 Voltios 14 3 3 1
140 Segundos + 25 Voltios 14 3 1 2
140 Segundos + 40 Voltios 14 4 4 5
50 Segundos + 15 Voltios 15 4 2 5
50 Segundos + 25 Voltios 15 3 2 4
50 Segundos + 40 Voltios 15 4 2 3
110 Segundos + 15 Voltios 15 2 2 4
110 Segundos + 25 Voltios 15 3 2 4
110 Segundos + 40 Voltios 15 2 2 3
140 Segundos + 15 Voltios 15 4 2 3
140 Segundos + 25 Voltios 15 4 2 5
140 Segundos + 40 Voltios 15 4 5 5
50 Segundos + 15 Voltios 16 2 5 5
50 Segundos + 25 Voltios 16 2 5 5
50 Segundos + 40 Voltios 16 3 4 5
110 Segundos + 15 Voltios 16 4 3 3
110 Segundos + 25 Voltios 16 3 4 4
110 Segundos + 40 Voltios 16 4 4 2
140 Segundos + 15 Voltios 16 3 4 2
140 Segundos + 25 Voltios 16 2 5 2
140 Segundos + 40 Voltios 16 5 5 5
50 Segundos + 15 Voltios 17 3 4 3
50 Segundos + 25 Voltios 17 4 2 4
50 Segundos + 40 Voltios 17 2 4 3
110 Segundos + 15 Voltios 17 2 3 4
110 Segundos + 25 Voltios 17 3 4 4
110 Segundos + 40 Voltios 17 2 4 4
140 Segundos + 15 Voltios 17 3 4 4
140 Segundos + 25 Voltios 17 3 4 4
140 Segundos + 40 Voltios 17 5 5 5
50 Segundos + 15 Voltios 18 3 3 3
50 Segundos + 25 Voltios 18 3 3 2
50 Segundos + 40 Voltios 18 2 2 1
110 Segundos + 15 Voltios 18 3 2 2
110 Segundos + 25 Voltios 18 3 2 2
110 Segundos + 40 Voltios 18 4 3 3
140 Segundos + 15 Voltios 18 5 5 5
140 Segundos + 25 Voltios 18 3 4 4
140 Segundos + 40 Voltios 18 3 4 4
50 Segundos + 15 Voltios 19 2 4 4
50 Segundos + 25 Voltios 19 4 4 4
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50 Segundos + 40 Voltios 19 3 3 4
110 Segundos + 15 Voltios 19 4 5 4
110 Segundos + 25 Voltios 19 3 3 4
110 Segundos + 40 Voltios 19 3 3 4
140 Segundos + 15 Voltios 19 4 3 4
140 Segundos + 25 Voltios 19 5 5 5
140 Segundos + 40 Voltios 19 3 3 3
50 Segundos + 15 Voltios 20 3 3 3
50 Segundos + 25 Voltios 20 4 4 3
50 Segundos + 40 Voltios 20 4 3 4
110 Segundos + 15 Voltios 20 3 4 3
110 Segundos + 25 Voltios 20 3 4 4
110 Segundos + 40 Voltios 20 4 4 5
140 Segundos + 15 Voltios 20 5 3 4
140 Segundos + 25 Voltios 20 3 4 5
140 Segundos + 40 Voltios 20 5 5 5
50 Segundos + 15 Voltios 21 2 4 4
50 Segundos + 25 Voltios 21 4 3 4
50 Segundos + 40 Voltios 21 3 4 3
110 Segundos + 15 Voltios 21 1 2 2
110 Segundos + 25 Voltios 21 1 1 1
110 Segundos + 40 Voltios 21 3 2 3
140 Segundos + 15 Voltios 21 4 4 4
140 Segundos + 25 Voltios 21 3 3 3
140 Segundos + 40 Voltios 21 5 5 5
50 Segundos + 15 Voltios 22 3 3 3
50 Segundos + 25 Voltios 22 4 4 4
50 Segundos + 40 Voltios 22 4 3 3
110 Segundos + 15 Voltios 22 1 3 3
110 Segundos + 25 Voltios 22 3 3 3
110 Segundos + 40 Voltios 22 3 3 3
140 Segundos + 15 Voltios 22 1 3 3
140 Segundos + 25 Voltios 22 1 1 1
140 Segundos + 40 Voltios 22 1 3 1
50 Segundos + 15 Voltios 23 2 4 4
50 Segundos + 25 Voltios 23 3 4 4
50 Segundos + 40 Voltios 23 2 4 4
110 Segundos + 15 Voltios 23 4 4 4
110 Segundos + 25 Voltios 23 5 3 3
110 Segundos + 40 Voltios 23 4 3 3
140 Segundos + 15 Voltios 23 4 4 4
140 Segundos + 25 Voltios 23 4 4 4
140 Segundos + 40 Voltios 23 5 5 5
50 Segundos + 15 Voltios 24 2 5 5
50 Segundos + 25 Voltios 24 4 4 4
50 Segundos + 40 Voltios 24 4 5 5
110 Segundos + 15 Voltios 24 4 4 3
110 Segundos + 25 Voltios 24 3 3 4
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110 Segundos + 40 Voltios 24 4 4 4
140 Segundos + 15 Voltios 24 3 3 3
140 Segundos + 25 Voltios 24 3 3 3
140 Segundos + 40 Voltios 24 5 5 5
50 Segundos + 15 Voltios 25 2 2 2
50 Segundos + 25 Voltios 25 3 3 3
50 Segundos + 40 Voltios 25 4 4 4
110 Segundos + 15 Voltios 25 5 5 5
110 Segundos + 25 Voltios 25 2 2 2
110 Segundos + 40 Voltios 25 2 2 2
140 Segundos + 15 Voltios 25 1 2 2
140 Segundos + 25 Voltios 25 2 3 3
140 Segundos + 40 Voltios 25 5 5 5
50 Segundos + 15 Voltios 26 3 3 3
50 Segundos + 25 Voltios 26 4 4 4
50 Segundos + 40 Voltios 26 1 2 3
110 Segundos + 15 Voltios 26 2 3 3
110 Segundos + 25 Voltios 26 3 2 3
110 Segundos + 40 Voltios 26 1 1 1
140 Segundos + 15 Voltios 26 4 4 4
140 Segundos + 25 Voltios 26 1 1 1
140 Segundos + 40 Voltios 26 5 5 5
50 Segundos + 15 Voltios 27 2 4 1
50 Segundos + 25 Voltios 27 2 4 1
50 Segundos + 40 Voltios 27 4 4 1
110 Segundos + 15 Voltios 27 4 4 1
110 Segundos + 25 Voltios 27 4 4 4
110 Segundos + 40 Voltios 27 4 4 4
140 Segundos + 15 Voltios 27 2 2 2
140 Segundos + 25 Voltios 27 2 2 2
140 Segundos + 40 Voltios 27 5 5 5
50 Segundos + 15 Voltios 28 5 5 5
50 Segundos + 25 Voltios 28 5 5 5
50 Segundos + 40 Voltios 28 5 5 5
110 Segundos + 15 Voltios 28 3 4 4
110 Segundos + 25 Voltios 28 3 4 4
110 Segundos + 40 Voltios 28 4 4 5
140 Segundos + 15 Voltios 28 5 5 5
140 Segundos + 25 Voltios 28 5 5 5
140 Segundos + 40 Voltios 28 5 5 5
50 Segundos + 15 Voltios 29 4 5 5
50 Segundos + 25 Voltios 29 4 5 5
50 Segundos + 40 Voltios 29 4 4 5
110 Segundos + 15 Voltios 29 4 4 4
110 Segundos + 25 Voltios 29 4 4 3
110 Segundos + 40 Voltios 29 4 4 4
140 Segundos + 15 Voltios 29 4 4 4
140 Segundos + 25 Voltios 29 4 4 4
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140 Segundos + 40 Voltios 29 5 5 5
50 Segundos + 15 Voltios 30 1 2 3
50 Segundos + 25 Voltios 30 4 4 4
50 Segundos + 40 Voltios 30 2 3 4
110 Segundos + 15 Voltios 30 2 3 4
110 Segundos + 25 Voltios 30 2 3 4
110 Segundos + 40 Voltios 30 3 3 3
140 Segundos + 15 Voltios 30 3 3 3
140 Segundos + 25 Voltios 30 3 3 3
140 Segundos + 40 Voltios 30 5 5 5

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

Anexo 3 Analisis de la varianza del sabor

Anilisis de la varianza

SABOR

Variable N R2 R2? A7 CV
SABOR 270 0,45 0,36 30,77

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor

Modelo. 168,33 37 4,55 5,04 <0,0001

TRATAMIENTOS 80,47 8 10,06 11,14 <0,0001

REPETICIONES 87,87 29 3,03 3,35 <0,0001

Error 209,53 232 0,90

Total 377,87 269

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,76278
Error: 0,9032 gl: 232

TRATAMIENTOS Medias n E.E.
140 Segundos + 40 Voltios 4,57 30 0,17 A

140 Segundos + 15 Voltios 3,17 30 0,17
50 Segundos + 25 Voltios 3,13 30 0,17
110 Segundos + 25 Voltios 2,97 30 0,17
50 Segundos + 40 Voltios 2,87 30 0,17

140 Segundos + 25 Voltios 2,87 30 0,17
110 Segundos + 40 Voltios 2,83 30 0,17
110 Segundos + 15 Voltios 2,77 30 0,17
50 Segundos + 15 Voltios 2,63 30 0,17 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)
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Anexo 4 Analisis de la varianza del color

COLOR

Variable N R? R? Aj CV

COLOR 270 0,52 0,45 26,31

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 189,80 37 5,13 6,84 <0,0001

TRATAMIENTOS 79,25 8 9,91 13,20 <0,0001
REPETICIONES 110,55 29 3,81 5,08 <0,0001
Error 174,08 232 0,75

Total 363,89 269

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,69526
Error: 0,7504 gl: 232

TRATAMIENTOS Medias n E.E.

140 Segundos + 40 Voltios 4,77 30 0,16 A

50 Segundos + 25 Voltios 3,37 30 0,16 B
110 Segundos + 15 Voltios 3,27 30 0,16 B
50 Segundos + 15 Voltios 3,17 30 0,16 B
50 Segundos + 40 Voltios 3,13 30 0,16 B
140 Segundos + 15 Voltios 3,13 30 0,106 B
140 Segundos + 25 Voltios 3,00 30 0,106 B
110 Segundos + 25 Voltios 2,93 30 0,106 B
110 Segundos + 40 Voltios 2,87 30 0,16 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

Anexo 5 Analisis de la varianza del olor

OLOR
Variable N R? R? Aj CV
OLOR 270 0,49 0,41 29,24

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 206,89 37 5,59 6,03 <0,0001
TRATAMIENTOS 63,45 8 7,93 8,56 <0,0001
REPETICIONES 143,44 29 4,95 5,34 <0,0001




Error 214,99 232 0,93
Total 421,89 269

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,77265
Error: 0,9267 gl: 232

TRATAMIENTOS Medias n E.E.

140 Segundos + 40 Voltios 4,63 30 0,18 A

50 Segundos + 40 Voltios 3,37 30 0,18 B
50 Segundos + 25 Voltios 3,20 30 0,18 B
140 Segundos + 25 Voltios 3,13 30 0,18 B
50 Segundos + 15 Voltios 3,10 30 0,18 B
110 Segundos + 40 Voltios 3,10 30 0,18 B
140 Segundos + 15 Voltios 3,07 30 0,18 B
110 Segundos + 15 Voltios 3,03 30 0,18 B
110 Segundos + 25 Voltios 3,00 30 0,18 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

Anexo 6 Evaluacion sensorial

EVALUACION SENSORIAL

1. Deguste las siguientes muestras de extracto de Guayusa e indique su

nivel de aceptacion para la caracteristica sensorial sabor.

Marque con un (x) 1 2 3 4 5 6 7

1. Me disgusta mucho

2. Me disgusta moderadamente

3. No me gusta ni me disgusta

4. Me gusta moderadamente

5. Me gusta muchisimo

2. Deguste las siguientes muestras de extracto de Guayusa e indique su

nivel de aceptacion para la caracteristica sensorial color.
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Marque con un (x) 1 2 3 4 |5 6 7 8 9

1. Me disgusta mucho

2. Me disgusta moderadamente

3. No me gusta ni me disgusta

4. Me gusta moderadamente

5. Me gusta muchisimo

. Deguste las siguientes muestras de extracto de Guayusa e indique su
nivel de aceptacion para la caracteristica sensorial olor.

Marque con un (x) 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1. Me disgusta mucho

2. Me disgusta moderadamente

3. No me gusta ni me disgusta

4. Me gusta moderadamente

5. Me gusta muchisimo

Elaborado por: (Mora & Macias, 2017)

Anexo 7 Fotogréafico

Preparacion de infusion y aplicacién del Calentamiento 6hmico
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Reduccién de tamafo de la materia

prima

Preparacion del extracto en el

digestor

Reduccidn de tamafio de la materia prima

s

Filtracion del extracto
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Almacenamiento del extracto para

ser analizadas

Medicion de pH

Medicion de °Brix

83



Cromatografia de capa fina (Agua) Resultado de la Cromatografia en capa fina

Determinacion de acidez del extracto

Muestra a titular Fenolftaleina en la muestra

Titulacion con NaOH al O.1N
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Determinacion y extraccion de Cafeina

Extraccion de la cafeina con Cloroformo

Lavado de la fase organica con hidréxido de

sodio al 0.1N
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Anadlisis Microbiol6gico

Andlisis de Mesofilos Andlisis de Mesofilos

Analisis de Mohos y Levaduras
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Analisis de Coliformes

Determinacion del tiempo Util de vida acelerada
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Anexo 8 Validacion de materia prima

Herbario GUAY

Facultad de Ciencias Naturales
Universidad de Guayaquil
Clase: Equisetiopsida C. Agardh

Subclase: Magnoliidae Névak ex. Takht.
Superorden: Asteranae Takht.

Orden: Aquifoliales Senft

Familia: Aquifoliaceae Bercht. & J. Presl
Género: llex L.

Nombre cientifico: llex guayusa Loes.

Nombre vernaculo: Guayusa

Descripcion taxonémica:

Arbol. Hojas simples, alternas; lamina eliptica, 8-13 x 4-7 cm, venas pinnadas, broquidrédomas,
base cuneada, margen suavemente dentada, revoluta, dpice acuminado, glabras en ambos
lados; peciolo 0.5-1 cm, acanalado, glabro. Flores y frutos no vistos.

Av. Juan Tanca Marengo y Av. Gomez Lince s.n.
P.O. Box 09-01-10634
Guayaquil-Ecuador
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Anexo 9 Andlisis microbiolégico

Muestra no tratada

Minisies
| Acuaculturay Pesca

LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICO Y MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS

P == Pag 1/1
CODIGO UNICO No.  7844-803-M109 U“l“s WAk ‘Reporte No. 17178
EMPRESA NOMBRE  EDUARD BARREIRO CRIOLLO i '
DIRECCION  CDLA. LA FRAGATA MZ 16 VILLA 8,
TIPO DE PRODUCTO INFUSION DE GUAYUSA MUESTRA 1-A NO TRATADA
FACTURA CODIGO/LOTE ' ' FECHA DE 28/08/2017
) 'RECEPCION
PESO DECLARADO MARCA 'FECHA 05/0972017
'FINALIZACION DE
: : ___|ANALISIS
ORDEN DE 30424 CLASIFICACION N/A 'FECHA DE ENTREGA 05/08/2017
TRABAJO - , i 'DERESULTADOS
CONDICIONES Temperatura(°C) 19-26 HUMEDAD RELATIVA 1,Hun'ladad Relativa: (%) 49-70

AMBIENTALES

*Aerobios MLM_09 AOAC 980.12 Cap. 17, Ed. | 67x10%3ufc/ mi

20,2016
“Coliformes totales MLM_14 AOAC 991.14 Cap. 17, Ed. 62x10°2ufc/ : mi
- 20, 2016
*Hongo y Levaduras  MLM_16 AOAC 997.02 Ed. 20, 2016 <10upc/ mi
Muestreo realizado por =¥ I g ST CLIENTE

Observaciones

NOTA: Este reporte solamente puede ser reproducido de forma integral y con la autorizacién por escrito del INP.
Esta totalmente prohibida su reproduccion de forma parcial. Los resultados emitidos en éste reporte se refieren
exclusivamente al material ensayado y no son relacionados directamente a productos no ensayados. Los registros
de los anélisis son archivados en el laboratorio por 5 afios. Se analizé bajo las condiciones de temperatura de
recepcion de la muestra. Los ensayos marcado con (*) NO estan incluidos en el alcance de la acreditacién del SAE.

(DOCUMENTO NO VALIDO

NGASADA LA EYDODTACYK

RESPONSABLE DE AUTORIZACION DIRECTOR(A) TECNICO(A)

Letamendi 102 y la Ria * Telefax: (593-4) 2401 773 - 2401 776 - 2401 779 * Fax(593-4) 2402 304
P.O. Box: 09-01-15131 * E-mail: inp@institutopesca.gob.ec * Guayaquil - Ecuador
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Muestra tratada

8 o Agricuttura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca

LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICO Y MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS

B e o St BEEN Pag 1/1
CODIGO UNICO No,  7844-804-M109 Uﬁ. u i “ﬂll Reporte No. 17179
EMPRESA NOMBRE EDUARD BARREIRC CRIOLLO
DIRECCION  CDLA. LA FRAGATA MZ 16 VILLA 8,
TIPO DE PRODUCTO ‘ INFURSION DE GUAYUSA MUESTRA 2-A TRATADA
FACTURA CODIGOLOTE FECHA DE 28/08/2017
; ! RECEPCION
PESC DECLARADO MARCA : 'FECHA 05/09/2017
FINALIZACION DE
: ANALISIS
ORDEN DE 30424 CLASIFICACION N/A FECHA DE ENTREGA 05/09/2017
TRABAJO DE RESULTADOS
CONDICIONES Temperatura{°C) 19-26 HUMEDAD RELATIVA  Humedad Relativa: (%) 49-70
AMBIENTALES !
PARAMETRO ~ UNIDAD
‘Aerobios MLM_ mi
‘Coliformes totales MLM;M-Ad 99 ag / mi
‘Hongo y Levaduras MLM_16A AO mi

GUNTROL

Muestreo realizado por
Observaciones

NOTA: Este reporte solamente puede ser legral y con la autorizacion por escrito del INP,
Fata totalmente prohibida su reproduccién de forma parcial. Los resultados emitidos en éste repoite se refieren
exclusivamente al material ensayado y no son relacionados directamente a productos no ensayados. Los registros
de los analisis son archivados en el laboratorio por 5 afios. Se analizd bajo las condiciones de temperatura de

cepcion de la muestra. Los ensayos marcado con (*) NO estan incluidos en el alcance de la acreditacion del SAE.

RESPONSABLE DE AUTORIZACION DIRECTOR(A) TECNICO(A)

Letamendi 102 y la Ria * Telefax: (593-4) 2401 773 - 2401 776 - 2401 779 * Fax(593-4) 2402 304
P.O. Box: 09-01-15131 * E-mail: inp@institutopesca.gob.ec * Guayaquil - Ecuador
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Anexo 10 Analisis de concentracion de cafeina

Muestra no tratada

INFORME DE ENSAYOS
Fecha de Informe: 0470972017 JOrden: 5664 [N delinforme: 474617 [Pagina: 1] B
jombre: ~ MORA CARRERA KATHERINE KASANDRA E
Direccién : SAN EDUARDOQ AV. BARCELONA SOL. 272 MX. 9 2
Teléfono: 0996447862 Fax: - E. Mail: = :
)
npoden Prod: -
Nombre: INFUSION DE GUAYUSA 1-A NO TRATADA -
Bebida ¢
— |Fecha de Elab. = “[Fecha de Exp. - g
T | Condicién: Normales, envase plistico &
~ == _|Cantidad Recibida: 2 de 500ml l made conservacion: — ReTgeracions'C | g
lhehdellec-pdén: 31/08/2017 |Céd. Laboratorio: PN-C-21-31-08-17 |m Realizado por el cliente i
[ RESULTADOS _
|_ = ANALISIS QUIMICO =
Fecha de Andlisis 01/09/2017 Pagina R 38-5.10: HPLC-1316 B
Condiciones ambientales: Temperatura: 20°C - 30°C Humedad Relativa: 45% - 65% 4
Parametros Unidad Resultados Requisitos Método de Referencia
Bl
Cafeina mg/l 150,29 = MMQ-HPLC-02
[ OBSERVACIONES ]
&poﬁmm:mMMG Wou%h“no“*nﬂ‘“mn
delas tud o por un técnico vilido, de rio del lab: 3
mmmm-h—mma.
La contra se aln en el lab porl H
MM-WWDMﬁmw& de LABORATORIOS AVVE S.A.
Las obser yop no se dentro del Alcance de Acreditacién d
ln-m”-ﬂupwd-dld-deh(t)me&n(s}ulmtnﬂnuhuﬁhuddhbaﬂuhporsm
Vdlido sélo el Informe original
Dra. Margot Vélez de Avilés
Gerente Técnico & Calidad
§
f
3
g i
Mwmmmmi %‘Am*.m
PBX. Matriz: (5934) 2103206 . mm-cuum 2103017 /2103026 ext. 235 Cel.
Mmaowm-mw#%m& ]
Teléfono: (5934) 2 103365 ext. 101, Telédonos Parque Calfomia 2: 2 103199 ext 443 ©
Email: margot com B
.com
riosavve.com
forena. W com
‘www.laboratoriosavve.com
R02-5.10 Rev.0106/03/15 B3 Lboraiorios AWE
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Muestra tratada

INFORME DE ENSAYOS
‘echa de Informe: —05/09/2017 ___JOrden: 665 | Ndelforme: 477017 [Pagina: /1]

MORA CARRERA KA’ E
SAN EDUARDO AV. BARCELONA SOL. 272 MX. 9
0996447862 Fax: - E. Mail: =
Tipo de Muestra: Productos Naturales
Nombre: INFUSION DE GUAYUSA 2-A TRATADA
Descripcion: Bebida
Lote: — [Fecha de Elab. =
Contenido Declarado: - | Cantidad Recibida: 2de 500 ml
Fecha de Recepcién: 31/08/2017 |Céd. Laboratorio: PN-C-22-31-08-17 [m Realizado por el cliente
[ RESULTADOS
— m ——
Fecha de Anélisis 01/09/2017 Pagina R 38-5.10: HPLC-1316
Condiciones ambientales: Temperatura: 20°C-30°C  Humedad Relativa: 45% - 65%
Parametros Unidad Resultados Requisitos Método de Referencia
Cafeina mg/l 146,16 - MMQ-HPLC-02
L OBSERVACIONES A |
Emuar-en-phmnllb74‘l-l7dell»/09/2ﬂ’lu TTige del produ
Sepodrt-r-ﬂnr-odﬂmdon-a-u hasta 6 és de su emision, las mi: d ldadas, por un
req de las dades di duow-mmmumumuw
Estos resultad: ala
La contra se al en el lab porl
m-mmmommﬁmmammosnmu
no se dentro del Alcance de Acreditacién
mmdeﬂlﬂldeh(s)m(s)mMuthGJhbummsuu
Vélido sélo el Informe original
o L am TR BT e i
A -_ LN
<
™ .
S~ S
~ - = e
- ol v > ;
- -—L  Matriz: Parcue industial Calfoma 1, Cale mu?-.mmm
SRS 1 4 AKm. 11 % via a Daule.
A 1: 2103017 /2103026 ext. 235 Cel: 0996078518

D44
Km 11 Yovia a Daule.
Tekiono: (5534) 2 103365 ext. 101, Tekdonos Parque Calfomia 2: 2 103198 ext. 443

R02-5.10 Rev.0106/03/15
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Anexo 11 Tiempo de vida util acelerado

Tabla 17 Conservacion A 45°C Equivalencia En Vida De Anaquel

A 45°C HORAS DIAS
1 hora 12 0,5
2 horas 24 1
3 horas 36 15
4 horas 48 2
5 horas 60 2,5
6 horas 72 3
7 horas 84 3,5
8 horas 96 4
9 horas 108 4,5
10 horas 120 5
11 horas 132 55
12 horas 144 6
13 horas 156 6,5
14 horas 168 7
15 horas 180 7,5
16 horas 192 8
17 horas 204 8,5
18 horas 216 9
19 horas 228 9,5
20 horas 240 10
21 horas 252 10,5
22 horas 264 11
23 horas 276 11,5
1 dia 288 12
2 dias 300 24

93



3 dias
4 dias
5 dias
6 dias
7 dias
8 dias
9 dias
10 dias
11 dias
12 dias
13 dias
14 dias
15 dias
16 dias
17 dias
18 dias
19 dias
20 dias
21 dias
22 dias

23 dias

312

324

336

348

360

372

384

396

408

420

432

444

456

468

480

492

504

516

528

540

552

1,2 meses
1,6 meses
2 meses
2,4 meses
2,8 meses
3,2 meses
3,6 meses
4 meses
4,4 meses
4,8 meses
5,2 meses
5,6 meses
6 meses
6,4 meses
6,8 meses
7,2 meses
7,6 meses
8 meses
8,4 meses
8,8 meses

9,2 meses
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Anexo 12 Permiso de reactivo controlado

SECRETARIA TECNICA DE DROGAS @) R
e e e p—— de Drogas
SETED
DIRECCION DE CONTROL DE SUSTANCIAS CATALOGADAS

AUTORIZACION OCASIONAL DE SUSTANCIAS CATALOGADAS SUJETAS A FISCALIZACION

REPUSLICA DEL ECLUADOR

Permiso No. P09-006776-1
3657 Fecha: 20/08/2017
Recibo No. 9984
La Direccién de Control de S ias Catalogad riza a:

MORA CARRERA KATHERNE KASANDRA
Con direccion:  AVENIDA BARCELONA COOP JUNTA DE BENEFICENCIA SAN EDUARDO MZ 279 S 9

Con Céd /RUC: 1206381350

La compra de:
Sustancia Cantidad Unid. Uso
Fﬁuomsouo =3 | 100 W Y DEESHDRATACION PARA
OBT CAFENA
iw
Alaempresa: | ABSUPPLY CA. LTDA.
Calificacién:  09-5103J-L Cédigo: 5103 .
comprometiéndose legaimente a , medi un registro de ing y egr , la utiizacion de estas sustancias para los fines

en la solicitud y autori

NOTA: Este ducara en el término de 8 dias d és de la fecha de emision, el mismo que le faciitara adquirir por UNA
SOLA VEZ y cuyo original retendra la empresa comercializadora como documento de descargo.



B R.UC: 1TEE185ET0001
FACTURA
e No. 006-001-000009984
Secretaria Técnica
{h mas NUMERD DE AUTORIZACIIN:
HIDE2017011 TER 185570001 2006001 0000099841 23456711
# ~ | AMBIENTE: PRODUCCION
SECRETARIA TECHICA DE DROGAS EMISION: HORMAL
Direccion Matric Robles E4-54 Y Ay, Amamonas
Direccidn Sucursal: Av. Plaza Daftin ¥ Francisco Bolofla,
Secior Social Joaguin Gallegos 2da Fiso
TR T4 T B2 H ZOCENH DO M TR
QELKGADO & LLEVAR COMNTABILIOAD: 51
W, AN &
Razom Soclal I Apolidos y Nombres: MORA CARRERA MATHERINE KASANDRA RUCICI: 1206381350
Fecha Emisién: 20062017
Codigo Canbdad I-.'puuh-nl-in Frocio Frecio Tatal
Primcipal Unitarka
a3 1 AL R i s S b i i il 00 MOS0 O &0 S asiee X 2250 2250
Indormacién Adiciomal: SUBTOTAL 12% 0,00
Dimaccldn: &Y, BARCELDOME COOP. SAN EDUARDO M2, 287 SOLAR 9
IZ50
Teléfono: 095644THEZ SLUBTOTAL 0%
E-mall: iaitierine. maracafug. ediu e SUBTOTAL Mo objein VY 1}
B SLUBTOTAL 23,50
Epima Pago Valor |Plazo|Temps Chegue o Transderencia:
] TOTAL Descusnid a
s Flascar Bamoao:
Mi. Cugnta: IWA, 12% 0,00
Niow Chequa:
Mo Tramsiorencia: VALOR TOTAL =0
Facha Transfernoia:
i o e ol Ciapa: FELIPE_SLCTAR
Walor Chagua: 000
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(" R.U.C. 0992792906001

LABSUPPLY CIA. LTDA. m““”%"vf%““‘“_& FACTURA .
Su mejor aliado iy
NS nmss sl end e wiemrse JOUE 59
Materias Primas + Medios de Cultivo Guayaquil - Ecuador
N°AUT. S.R.1. 1120601902
< www.labsupply.com.ec Fecha Aut. 20/ABRIL/2017
SERORES
( kASANDRA MORA VENDEDOR: 0
DR SN EDUARTO AV BARCELONA FECHA DE EMISION: Z/06/2017
FECHA DE VENCIMIENTO: Z
TLF: D556447867 Bl6/BY
\__RUC: 1206381350 CONDICION DE PAGO: CONTACD
( ARTICULO | LOTE I CANT. I DESCRIPCION l V. UNITARIO V. TOTAL )
s =
S4211 i SODIO SULFATO ANHIDRO GRANULAR ACS, KG 45.00C 45.000
e A 3 BV %o
i COoOMm.¢ C
SEGUN LRT| ART 50.- SE RECIBIR AN RETENCIONES HASTA 5 DIAS POSTERICRES A LA FECHA OE EMISION 08
LA FACTURA, EN CASO DT NG EFECYTUARSE, SCLICITAMCS CANCELAR EL VALOR TOTAL DE LA FACTURA,
NO SE ACEPTAN DEVOLUCIONES. 45,00
FAVOR REALIZAR RECLAMOS DENTRO DE LOS 8 DIAS DE RECIBIDA LA MERCADERIA. FORMA DE PAGO SUSTOTAL $
DEBO Y PAGARE AL EMISOR SIN PROTESTO EL TOTAL DE ESTAFACTURA, EN CASO DE MORAPAGARE | grecivo 0.00
LA TASA MAXIMA AUTORIZADA PARA EL EMISOR. DESCUENTO $
TRANSFERENCIA
SUBTOTAL NETO § 45,00
CHEQUE
/n oy 12 % LVA. 5.40
\E Sios Pl e - oTROS 50,40 TOTAL § E0.40 )

SA+RUC =AUT. #4111 + S BLOCK 1003 - # 6352 - "-cnn-:zmm.rzma ORIGINAL:CLIENTE Tora.COPIA:EMISOR 2da. COPIA:SIN VALOR TRIBUTARIO



Certificate of Analysis

Fisher
Scientific

1 Reagent Lane
Fair Lawn, NJ 07410
201.796.7100 tel
201.796.1329 fax

Certificate of Analysis

Page 1 of 1

Fisher Sientiics Qualty System has been found to conform to Qualty Management System

1S09001:2008 standard by SAl Global Certificate Number

Tﬁsbmoenwnutmhonhemnwurmmnw:nbwmwmmmmdg:mmw Oomlno'dahmwhcn

wwmmmrww

Certain
memmrmhwmmrz‘l CFR nor maintain

disclaims implied, implied warra merchantability
c (uswrccmnemplm m) :-'v m for use in urug. or medical device mam
The following are the actual analytical resuits obtal

Catalog Number |S421 JQuality Test / Release Date 3/10/2016
Lot Number  [157517 1

|Description  |SODIUM SULFATE, ANHYDROUS, A.C.S.

Country of Origin [india * Suggested Retest Date | Mar-2021

Chemical Origin

linorganic-non animal

BSE/TSE Comment

migrate to

No animal products ar:‘ used as starting raw anm'as!ml ing:hdems m"mm
ocessing includi bricants, processi or er mal t
ﬁnbhngd product. e =

Result name Units Specifications Test Value
APPEARANCE

ASSAY % >= 09.0 J99.9
CALCIUM % <= 0.01 jo.010
CHLORIDE % <= 0.001 <0.0010
HEAVY METALS (as Pb) 4£pm <=5 <5
[IDENTIFICATION PASS/FAIL = PASS TEST |PASS TEST
[INSOLUBLE MATTER % <= 0.01 <0.010
|IRON (Fe) % <= 0.001 <0.0010
|LOSS ON IGNITION % <=0.5 0.2
|MAGNESIUM % <= 0.005 <0.001
NITROGEN COMPOUNDS |pom <=5 <5

PH 5% SOLUTION @ 25 DEG C Jinclusive Between 5.2 - 9.2 5.8
|PROSPHATE (PO4) _ <= 0.001 <0.0001
|POTASSIUM (K) <= 0.01 0.002

’ CERTIFIED BY

e

Quality Control Manager Fair Lawn

Note: The data listed is valid for all

W

this certificate, please call Chemical Services

sizes of this iot of this product, cmganamwamsummw
at (800) 227.
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