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Resumen

El objetivo de este estudio es producir y analizar un extracto liofilizado de Ilex guayusa, con elevada concentraciéon
de cafeina y con potencial de uso como ingrediente de bebidas energizantes. La extraccién de cafeina desde hojas
secas se realiz6 mediante ultrasonido en medio acuoso. Los parametros considerados fueron: tiempo, concentracién
de 4cido citrico, amplitud ultrasénica, relacién sélido-liquido. Los factores significativos se optimizaron mediante un
disefio de superficie de respuesta Box-Behnken. Se evaluaron los pardmetros fisicoquimicos y los metales pesados
segln la norma (Servicio Ecuatoriano de Normalizacién (INEN), 2013). La vida 1til se determiné mediante pruebas
aceleradas de temperatura. Los resultados mostraron que el tiempo, la concentraciéon de acido citrico y la amplitud
ultrasénica tuvieron efectos significativos sobre la extraccién de cafeina, mientras que la relacién sélido-liquido no fue
significativa. Las condiciones 6ptimas para la extraccién de cafeina fueron en un tiempo de 26.94 min, una concen-
tracién de acido citrico del 2.72 %, una amplitud ultrasénica de 68.29 % y una concentracion de cafeina de 3.36 %. Los
pardmetros fisicoquimicos del liofilizado fueron: humedad (1.240.1%), cenizas totales (11.874+0.12%), pH (5.1£0.2),
solubilidad en caliente (17+1 s) y solubilidad en frio (1.84£0.2 minutos). Los niveles de metales pesados fueron: zinc
(19.16+0.04 mg/kg), cobre (12.35+0.23 mg/kg) y estafio (8.64+0.17 mg/kg). La vida ttil del producto liofilizado a
20 °C fue de 3.5 meses. El presente estudio proporciona informacién valiosa para el desarrollo de un producto liofili-
zado rico en cafeina.

Palabras clave: Acido citrico, cafeina, extracto acuoso, extraccién con ultrasonido, optimizacion.
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Abstract

The objective of this study is to produce and analyze a freeze-dried extract of Ilex guayusa, with a high caffeine concen-
tration potentially used as ingredient in energy drinks. The caffeine extraction from dried leaves was done by ultra-
sounds, using water as solvent. The parameters considered were time, citric acid concentration, ultrasonic amplitude,
solid /liquid ratio. Significant factors were optimized using a Box-Behnken response surface design. Physicochemical
parameters and heavy metals were performed according to (Servicio Ecuatoriano de Normalizacién (INEN), 2013).
The shelf life was determined by accelerated temperature tests. The results showed that time, citric acid concentration
and ultrasonic amplitude had significant effects on caffeine extraction, while the solid-liquid ratio was not significant.
The optimum conditions for caffeine extraction were a time of 26.94 minutes, a citric acid concentration of 2.72%, an
ultrasonic amplitude of 68.29 % and caffeine concentration of 3.36 %. The physicochemical parameters of the freeze-
dried product were: moisture of 1.2+0.1%, total ash of 11.87+0.12%, pH of 5.1+0.2, hot solubility of 1741 s and cold
solubility of 1.840.2 minutes. The levels of heavy metals found were zinc (19.16+0.04 mg/kg), copper (12.35+0.23
mg/kg) and tin (8.64+0.17 mg/kg). The shelf life of the freeze-dried extract at 20 °C was 3.5 months. This paper pro-
vides valuable information for developing a freeze-dried product rich in caffeine.

Keywords: Citric acid, caffeine, aqueous extract, ultrasound extraction, optimization.
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Extracto liofilizado de Ilex guayusa: potencial ingrediente para bebidas energizantes

1 Introduccion

Ilex guayusa Loes. es una planta de gran importan-
cia cultural y medicinal en las regiones amazoénicas
de Ecuador, Pert, Colombia y Bolivia, donde crece
en altitudes que varian entre los 200 y 2000 metros
sobre el nivel del mar. Esta especie, que puede al-
canzar alturas de hasta 30 metros, ha sido empleada
durante siglos por los pueblos indigenas por sus di-
versas propiedades medicinales, que incluyen usos
antifebriles, diuréticos, analgésicos y aplicaciones
en el tratamiento de la artritis y la mejora de la
fertilidad (Meneses y cols., 2024). Sin embargo, el
uso més popular de I. guayusa se debe a su conteni-
do estimulante, principalmente derivado de su alta
concentracién de cafeina, que supera el 3% en las
hojas (Negrin y cols., 2019).

La creciente demanda global de productos natu-
rales con propiedades funcionales ha impulsado el
interés por I. guayusa, cuyas hojas no solo contienen
cafefna, sino también una variedad de compuestos
bioactivos, como antioxidantes, antiinflamatorios
y antibacterianos (Cakmak y cols., 2023). Inves-
tigaciones recientes han identificado la presencia
de teobromina, teofilina y dcidos clorogénicos, que
aportan beneficios adicionales para la salud, ade-
mas de la accion estimulante de la cafeina (Chiane-
se y cols., 2019; Cadena-Carrera y cols., 2019). Entre
los compuestos fenélicos detectados en los extractos
de hojas de I. guayusa, se han identificado 14 com-
puestos, incluidos derivados del 4cido clorogénico
y flavonoides como la quercetina, lo que refuerza
su potencial como ingrediente funcional en la for-
mulacién de nuevos productos (Garcia-Ruiz y cols.,
2017).

La extraccion de cafeina se ha realizado tradicio-
nalmente mediante varios métodos, entre los que se
incluyen la extraccién con disolventes organicos,
la extraccién por maceracién y la extraccion Soxh-
let. Aunque estos métodos sean efectivos, muchos
presentan desventajas significativas, como el uso
de disolventes toxicos, largos tiempos de procesa-
miento y altas temperaturas que pueden degradar
los compuestos bioactivos (Ivanovi¢ y cols., 2020;
Lezoul y cols., 2020). En los dltimos afios, se ha
hecho énfasis en desarrollar técnicas de extraccién
mas eficientes y ecolégicas. La extraccién asistida
por ultrasonido (EAU) ha ganado popularidad de-
bido a su capacidad para mejorar la eficiencia de
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extracciéon mediante la cavitacién actstica, un pro-
ceso que genera microburbujas en el medio liquido,
lo que facilita la ruptura de las paredes celulares y
la liberacién de compuestos bioactivos como la ca-
feina (Kumar y cols., 2020).

La EAU ofrece varias ventajas sobre las técnicas
convencionales, incluyendo tiempos de extraccién
mads cortos, menores temperaturas y la posibilidad
de utilizar disolventes mds seguros, como el agua,
lo que la convierte en una opcién sostenible para
la industria alimentaria y farmacéutica (Carreira-
Casais y cols., 2021). Ademads, la combinacién de
acido citrico como acidificante mejora atin mds la
extraccién de alcaloides, ya que en medios dcidos
estos compuestos se liberan con mayor facilidad
(Yang y cols., 2024). Esto hace de la EAU una téc-
nica ideal para maximizar la extraccién de cafeina
desde las hojas de I. guayusa.

En paralelo, la creciente demanda de produc-
tos naturales y funcionales ha puesto de relieve la
importancia de desarrollar alternativas saludables
a las bebidas energizantes comerciales, que a me-
nudo contienen aditivos sintéticos. Un producto
liofilizado a base de I. guayusa no solo aprovecharfa
las propiedades bioactivas de la planta, sino que
también responderia a las exigencias del mercado
actual, que busca productos energéticos naturales
que ofrezcen beneficios adicionales para la salud,
como antioxidantes y compuestos antiinflamato-
rios. I. guayusa, debido a su contenido de cafeina y
otros compuestos polifenélicos beneficiosos, repre-
senta una opcién potencial para crear un producto
innovador que pueda ser reconstituido como bebi-
da energética. El objetivo del presente estudio es
formular y evaluar el tiempo de vida 1til de un
producto liofilizado de I. guayusa destinado a la ela-
boracién de una bebida energizante.

2 Materiales y Métodos

2.1 Materia prima y preparacion de la
muestra

Las hojas de I. guayusa se adquirieron secas en el
mercado de “Los platanos” de la ciudad de Puyo,
Ecuador, localizado en las coordenadas 1.4837° S
y 78.0026° W (Laboratorio de Bromatologia de la
Universidad Estatal Amazoénica, km 2 % via Tena,
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cantén y provincia de Pastaza.) Estas hojas se pul-
verizaron en un molino (marca KitchenAid, modelo
BCG1110B) y fueron tamizadas hasta obtener un
didmetro de particula inferior a 0.5 mm. El acido
citrico (pureza >99 %) de grado alimenticio, utiliza-
do para favorecer la extraccién de cafeina, fue ad-
quirido en la tienda de quimicos “QUIMICOSAS”
ubicada en la ciudad de Quito, Ecuador.

2.2 Extraccion de cafeina con asistencia
de ultrasonido

Se realiz6 una extraccion sélido-liquido mediante
bafio de ultrasonido termostético (marca Wisd.23,
modelo WUC-DO6H). Las extracciones se realiza-
ron segln las condiciones establecidas para cada ex-
perimento. Las muestras de I. guayusa pulverizada
se pesaron en matraces de 200 mL y se adicionaron
100 mL de una disolucién (m/v) de acido citrico
disuelto en agua. Los matraces se colocaron en el
equipo calibrado previamente a una temperatura
constant de 50 °C. Los extractos obtenidos se filtra-
ron usando papel Whatman N° 4. La determinacién
del contenido en cafeina se realiz6 de inmedjiato.

2.3 Determinacion espectrofotométrica
de cafeina

La determinacién de cafeina se realiz6 mediante es-
pectrometria, segin la metodologia empleada por
(Luna-Fox y cols., 2024). 1 mL de NaOH (0.1 M) fue
agregado a 10 mL de extracto acuoso de guayusa
con el fin de aumentar el pH de la solucién. La ca-
feina se extrajo en dos fracciones de 15 mL de clo-
roformo cada una. Los extractos obtenidos se com-
binaron y luego se evaporaron en un bafio Maria.
La cafeina resultante se disolvié en 50 mL de agua
caliente (a una temperatura entre 60 y 90 °C) y se
dej6 enfriar. Posteriormente, la disolucién se trans-
firi6 a un frasco de 100 mL, ajustando el volumen
final con agua destilada. 5 mL de dicha disolucién
fueron dispuestos en un matraz aforado de 25 mL
y se afiadié 1 mL de HCl (0.01 M); posteriormente
se completd con agua destilada. Finalmente, se mi-
di6 la absorbancia de las muestras a 275 nm en un
espectrofotémetro UV-vis (marca Perkin Elmer, mo-
delo Lambda 20) y se determiné la concentracién
utilizando la curva de calibracién obtenida a partir

de nueve concentraciones (1, 2, 3, 5, 10, 12, 16, 20 y
25 mg/mL; R?=0,9991), segtin la ecuacién (1). Los
resultados se expresaron en porcentaje con base en
la materia seca.

A =0.006C+0.0011 (D

Donde, C: concentracion de cafeina en la mues-
tra (mg/mL) y A: absorbancia de la muestra.

2.4 Disefo experimental

El experimento se realiz6 en dos etapas. En la fase
inicial se utilizé un disefio factorial de dos niveles
y cuatro factores (Tabla 1), que abarcé 36 experi-
mentos: 16 ensayos con 2 réplicas cada uno y 4
repeticiones en el punto central, con el fin de eva-
luar la curvatura del modelo. Se analiz6 la influen-
cia del tiempo de extraccién, la concentracién de
dcido citrico, la amplitud ultrasénica y la relacién
solido/liquido sobre el contenido de cafeina en las
hojas de I. guayusa. Para identificar las variables
significativas y no significativas se emple6 un dia-
grama de efectos estandarizados, mientras que la
seleccién de las variables relevantes se consolid6
mediante el diagrama de Pareto y el limite de Bon-
ferroni (Anderson y Whitcomb, 2016).

En la segunda fase se analizaron las variables
significativas para determinar los niveles 6ptimos
de las variables estudiadas, con el fin de optimizar
la extracciéon de cafeina. Para ello, se utiliz6 un dise-
fio Box-Behnken (Metodologia de Superficie de Res-
puesta - MSR) implementado mediante el software
Design Expert version 13.0.5.0 (versién de prueba,
Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, EE. UU.). Los re-
sultados experimentales se ajustaron empleando el
siguiente modelo polinémico de segundo orden:

n n n—1 n
y=Bo+ Y Bixi+ Y. B+ Y Y Byxx; (2
i=1 i=1

i=1 j=it+1

Donde y indica la respuesta estimada, mientras
que Bo, Bii y Bij simbolizan los coeficientes de re-
gresion vinculados a los términos medio, lineal, y
cuadrético, respectivamente. Estos se determinaron
a partir de los resultados experimentales, emplean-
do el método de minimos cuadrados. Las variables
independientes x; y x; se codificaron en un intervalo
de-lal.
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Tabla 1. Niveles de las variables estudiadas.

Variable de estudio Niveles
Codigo Bajo Central Alto
-1 0 1
Tiempo (min) A 15 22.5 30
Acido citrico (%) B 0 1.5 3
Amplitud ultrasénica (%) C 30 50 70
Relacién sélido-liquido (m/v) D 5 10 15

2.5 Validacion del modelo

Para corroborar el modelo se examinaron las cifras
de los coeficientes de R? ajustado y R? previsto. La
validez de cada serie experimental, junto con la del
modelo, fue comprobada a través de un analisis de
varianza (ANOVA) (Dinardo y cols., 2019). La opti-
mizacion de la extraccién de cafeina de las hojas se-
cas de L. guayusa se realiz6 teniendo en cuenta como
factores independientes el tiempo de extraccién, la
concentracién de dcido citrico y la amplitud ultra-
sonica. Se establecieron las condiciones ideales de
extracciéon empleando la ecuacién predictiva de la
metodologia de superficie de respuesta.

2.6 Preparacion del producto liofilizado

El producto liofilizado se obtuvo a partir del extrac-
to acuoso obtenido bajo las condiciones 6ptimas de
extraccion, el cual fue procesado en un equipo lio-
filizador (marca SCANVAC, modelo COOLSAFE).
Las condiciones de operacién fueron: temperatura
del condensador de -90 °C, presién de 0.105 Torr y
un tiempo de procesamiento de 7 dias.

2.7 Determinacién de parametros fisi-
coquimicos y metales pesados en el
extracto liofilizado

Se analizé la humedad, el pH, la solubilidad en
agua caliente y fria, contenido de cenizas totales y
metales pesados (plomo, cadmio, zinc, cobre, arsé-
nico y estafio), segtin los procedimientos estableci-
dos por la norma técnica ecuatoriana (NTE) (Ser-
vicio Ecuatoriano de Normalizacién (INEN), 2013)
perteneciente al café liofilizado. Los analisis se reali-
zaron utilizando el espectrofotémetro de absorcién
atémica (Perkin Elmer, Modelo A Analyst 800, di-
mensiones 1524.00 x 1016.00 x 812.80 mm, automa-
tic sampler AS800, peso 136.08 kg). Los resultados
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de este estudio se compararon con los limites permi-
sibles propuestos por la NTE (Servicio Ecuatoriano
de Normalizacién (INEN), 2013) del café soluble, ya
que es el producto que mds se asemeja al obtenido
en este estudio, ademads, no existe actualmente una
norma INEN para I. guayusa. En la Tabla 2 se mues-
tra el estindar empleado para cada andlisis.

2.8 Determinacion del tiempo
de vida util

La vida 1til del extracto liofilizado se determin6 me-
diante pruebas aceleradas de temperatura, conside-
rando la humedad como pardmetro de medicién.
Para ello, se peso por triplicado 1 g de extracto lio-
filizado en recipientes de vidrio con tapa giratoria y
se colocaron en una estufa (marca MEMMERT, mo-
delo SFE700) a 30,40y 50 °C. El contenido de hume-
dad se evalué a los 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Los datos
se adaptaron a la ecuacion diferencial (3) propuesta
por Herrera y cols. (2022).

H
B

dt 3)

Donde H es la humedad del extracto liofilizado,
k representa la constante cinética de reaccién, t in-
dica el tiempo y n el orden de la reaccién. Los resul-
tados experimentales en este estudio siguieron una
reaccién de orden 1, por la tanto, al integrar la ecua-
cién (3) desde un contenido de humedad Hy hasta
H, y desde un tiempo inicial de 0 hasta t, se obtuvo
la ecuacion (4) que permitié determinar la vida til
del extracto liofilizado.

In(H) = In(Hp) + kt @)

La constante cinética de reacciéon (k) se determi-
né mediante la ecuacién linealizada de Arrhenius
(5) graficando In(k) contra el inverso de la tempera-
tura (1/T).

6:1-19.
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E,
RT

Donde k es el factor pre-exponencial, Ea repre-
senta a la energia de activacién (kJ/mol), R es la

In(k) = In(kp) 5)

constante universal de los gases (8.314 kJ/molK) y
T la temperatura absoluta (K). La vida dtil se esti-
moé a una temperatura de 20 °C. Los datos se pro-
cesaron en el software Origin Pro 2022 (OriginLab,
Northampton, MA, USA).

Tabla 2. Analisis fisicoquimicos y de metales pesados segin la NTE INEN 1122:2013

Anadlisis

Método de ensayo

H (%)
CT (%)
pH
SC (s)
SF (min)

NTE INEN-ISO 3726

NTE INEN 1117
NTE INEN 389
Ensayo de taza
Ensayo de taza

Pb (mg/kg)
Cd (mg/kg)
Zn (mg/kg)
Cu (mg/kg)
As (mg/kg)
Sn (mg/kg)

Espectrofotometria de
absorcion atémica

H: humedad, CT: cenizas totales, SC: solubilidad en agua caliente, SF: solubilidad en agua fria, Pb: plomo, Cd: cadmio,
Zn: zinc, Cu: cobre, As: arsénico, Sn: estafio.

3 Resultados y Discusion

3.1 Efecto de los factores de estudio so-
bre la extraccion de cafeina

La estimacion de los efectos estandarizados, tanto
positivos como negativos, en la EAU de cafeina se
muestran en Figura 1A, donde las variables signi-
ficativas corresponden con los valores més altos de
los efectos estandarizados (> 0,5) segtin lo men-
cionado por Held y cols. (2023). Por otro lado, los
efectos no significativos (<0,5) siguieron una distri-
bucién normal con una media de cero y variacién
constante. Esto indica que, al graficar los efectos en
un grafico de probabilidad normal, los efectos no
significativos se ubican sobre una linea recta, mien-
tras que los efectos activos se apartan de esa linea
de normalidad.

El diagrama de Pareto, junto con el limite de
Bonferroni, reforzaron la eleccién de los factores sig-
nificativos. Como se indica en la Figura 1B, el tiem-
po de extraccién (A), la concentracién de acido ci-
trico (B) y la amplitud ultrasénica (C), se ubicaron
por encima del limite de Bonferroni, indicando que
fueron variables significativas, y la relacién sélido-
liquido se ubicé por debajo de este limite, mostran-
do que no tuvo influencia estadistica. Asimismo, se-
gun los resultados mostrados en la Tabla 3, se con-
firman las variables significativas (p<0.05) y no sig-
nificativas (p>0.05). Las interacciones entre las va-
riables estudiadas (A, B, C y D) tampoco fueron
significativas. El modelo factorial present6 un buen
ajuste, respaldado por un coeficiente de determina-
cién (R?) igual a 0.9934. Ademds, la diferencia en-
tre el R%-ajustado (0.9881) y el R?>-predicho (0.9757)
fue menor a 0.2 lo cual se considera adecuada segtn
Anderson y Whitcomb (2016) y Arteaga-Crespo y
cols. (2019).
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Figura 1. Efectos positivos (naranja) y negativos (azul) en la extraccién de cafeina. Diagrama de distribucién semi-
normal (A), diagrama de Pareto (B).
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Tabla 3. ANOVA para el efecto de los factores de estudio sobre la extraccion de cafeina.

Cafeina Suma de cuadrados gl Cuadrado medio ValorF  Valor P

Modelo 38.33 15 2.56 19.07 < 0.0001 Significativo
A-Tiempo 1.20 1 1.20 8.92 0.0076

B-Ac. citrico 30.56 1 30.56 228.07 < 0.0001

C-Amplitud 3.74 1 3.74 2791 < 0.0001

D-Relacién S/L 0.0004 1 0.0004 0.0028 0.9582

AB 0.0025 1 0.0025 0.0189 0.8921

AC 0.3026 1 0.3026 2.26 0.1493

AD 0.0007 1 0.0007 0.0052 0.9435

BC 0.3970 1 0.3970 2.96 0.1014

BD 0.0055 1 0.0055 0.0412 0.8413

CD 0.0003 1 0.0003 0.0019 0.9656

ABC 0.0118 1 0.0118 0.0881 0.7699

ABD 0.0007 1 0.0007 0.0052 0.9435

ACD 0.0006 1 0.0006 0.0047 0.9459

BCD 0.0033 1 0.0033 0.0244 0.8776

ABCD 0.0019 1 0.0019 0.0141 0.9068

Residual 2.55 19 0.1340

Falta de ajuste 0.0042 1 0.0022 1.45 0.895 No significativo
Error puro 0.0170 18 0.0009

Estudios previos han destacado la influencia po-
sitiva del tiempo de extraccién y la amplitud ultra-
soOnica en la extraccion de cafeina, debido a su efec-
to en la ruptura celular y la transferencia de masa.
Hassan y Yaqoobi (2023) observaron que un mayor
tiempo y amplitud ultrasénica mejoraron significa-
tivamente el rendimiento en la EAU de cafeina en
granos de café, ya que estos factores facilitan la libe-
racién de este compuesto al aumentar la cavitacién
actstica. De manera similar, Serna-Jiménez y cols.
(2023) reportaron una relacién proporcional entre
el tiempo de extracciéon y la recuperacién de cafei-
na en pulpa de café, atribuyéndolo a un contacto
més prolongado entre el disolvente y el material
vegetal, factor que optimiza la solubilizacién de es-
te alcaloide. El efecto significativo del acido citrico
en la extraccién de cafeina puede explicarse por su
capacidad de acidificar el medio, optimizando la
solubilidad y la liberacién de cafeina. En medios
4cidos, la interaccion del disolvente con el material
vegetal se fortalece, facilitando la extraccién. Yang
y cols. (2024) respaldaron esta observacion al de-
mostrar que un disolvente eutéctico compuesto de

polipropilenglicol, polietilenglicol y con &cido citri-
co presenté una notable eficacia al extraer cafeina
de residuos de té mediante irradiacién con micro-
ondas, debido a que el entorno dcido favorece su
solubilidad y extraccién.

El factor relacién sélido/liquido no mostré in-
fluencia estadistica en la extraccion de cafeina, esto
puede explicarse debido a que, al incrementar este
factor, la cantidad de disolvente utilizado no logré
cubrir adecuadamente todo el material vegetal, li-
mitando la transferencia de masa y reduciendo la
eficiencia del proceso. Esto sugiere que, a partir de
cierto limite, el disolvente disponible se vuelve in-
suficiente para extraer la cafeina de manera efectiva.
Resultados similares fueron reportados por Abreu-
Naranjo y cols. (2018), quienes encontraron que la
relacién sélida/liquido tampoco tuvo un efecto sig-
nificativo en la extraccién de compuestos bioactivos
de la corteza de Maytenus macrocarpa, lo cual refuer-
za la idea de que este factor puede perder relevancia
cuando no se optimiza la proporcién de disolvente
y material vegetal.
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3.2 Optimizacion del proceso de
extraccion

Se utilizé un disefio de optimizacién con 17 expe-
rimentos para determinar los niveles 6ptimos del
tiempo de extraccién, concentracién de acido citrico
y amplitud ultrasénica, que fueron las variables sig-
nificativas. El objetivo de la optimizacién del pro-
ceso de extraccién fue determinar la mejor com-

binacién de estas tres variables para maximizar la
extracciéon de cafeina. Se analizaron cuatro mode-
los matematicos (Tabla 4) generados por el software
Design-Expert, donde el modelo cuadratico presen-
t6 los mejores resultados, con un valor R? igual a
0.9895. Este valor muestra que el 98.95% de la va-
riacién total en la extraccion de cafeina, estuvo de-
terminada por las variables estudiadas.

Tabla 4. Modelos matematicos generados por el software Design-Expert

Modelo p-valor Falta de ajuste R?-Ajustado R?-Predicho

Lineal 0.0014 0.0033 0.6153 0.4103

2F1I 0.5796 0.0023 0.5855 -0.0627

Cuadrético < 0.0001 0.3733 0.9761 0.9072 Sugerido
Cubico 0.3733 0.0087 0.9793 -0.1258

Tabla 5. Concentracién de cafeina Corregido por via experimental

Cafeina (%) Tiempo (min)

Acido citrico (%) Amplitud (%)

3.24 22.50
3.08 30.00
2.68 15.00
2.64 30.00
2.61 22.50
2.50 22.50
2.50 22.50
2.45 22.50
2.36 22.50
2.22 15.00
2.15 30.00
1.98 15.00
1.88 22.50
1.60 22.50
1.37 22.50
1.22 30.00
0.98 15.00

3.00 70
1.50 70
1.50 70
3.00 50
1.50 50
1.50 50
1.50 50
1.50 50
1.50 50
3.00 50
1.50 30
1.50 30
3.00 30
0.00 70
0.00 30
0.00 50
0.00 50
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El modelo cuadrético en términos de las varia-
bles de estudio fue el siguiente:

Cafeina = 0.66 +0.104 +0.62B — 0.03C
+0.40 x 1072AB+3.83 x 107%AC
+9.42x1073BC—2.39 x 107342

—2.60B>+3.08 x 107*C% (6)

Donde A, By C representan el tiempo de extrac-
cién, la concentracién de 4cido citrico y la amplitud
ultrasénica respectivamente. Los resultados experi-
mentales del contenido en cafeina se muestran en
la Tabla 5 y los estimados por el modelo cuadrati-
co fueron comparados en la Figura 2. La distribu-
cién de puntos validé la capacidad del modelo para
abarcar todo el rango de experimentos analizados.
Este patrén confirma la idoneidad del modelo pa-
ra cubrir todo el intervalo de datos, sugiriendo que
puede aplicarse con éxito.

3.5

Valores predichos (%)

0.5

\ T T
0.5 1 15

T T T T
2 2.5 3 3.5

Valores experimentales (%)

Figura 2. Resultados experimentales vs. predichos de cafeina

Las condiciones ideales de extraccién, que resul-
taron en el maximo contenido de cafeina (3.36 %),
fueron las siguientes: tiempo de extraccién de 26.94
minutos, dcido citrico al 2.72% y amplitud ultraso-
nica de 68.29 %. Bajo estas condiciones experimen-
tales, el contenido de cafeina obtenido fue de 3.22,
lo que coincidié con lo predicho por el modelo cua-
dratico.

La significancia estadistica de la ecuacién de re-
gresion, correspondiente al modelo cuadratico de
metodologia de superficie, se evalu6 mediante la
prueba F y ANOVA, cuyos resultados se presentan
en la Tabla 6.
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El resultado de la prueba F de Fisher fue 75.53,
con un valor p inferior a 0.0001, lo que demuestra
que el modelo es altamente significativo. Ademads,
el coeficiente de determinacién (R?) fue de 0.9895,
lo que refleja una alta concordancia entre los valores
experimentales y los predichos por el modelo. El R?
ajustado alcanzé un valor de 0.9761, lo que indica
que el modelo cuadrético logré predecir el 97.61 %
de la variacién en la extracciéon de cafeina. Por otra
parte, la falta de ajuste no resulté estadisticamente
significativa, con un valor F de 1.37 y un valor p de
0.3733. Estos resultados indican que la falta de ajus-
te no tuvo un impacto significativo en los resultados
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obtenidos. Las representaciones graficas de la ecua-
cién cuadrética generadas por el software Design-
Expert se muestran mediante una superficie de res-
puesta en 3D (Figura 3A) y gréficos de contorno en

2D (Figura 3B). Los niveles 6ptimos de las variables
investigadas se determinaron a partir del andlisis de
estas graficas.

Tabla 6. ANOVA para el modelo cuadratico de la MSR.

Cafeina Suma de gl Cuadrado Valor F Valor P
cuadrados medio
Modelo 6.30 9 0.7001 73.53 < 0.0001 Significativo
A-Tiempo 0.1891 1 0.1891 19.86 0.0029
B-Ac. citrico 2.89 1 2.89 303.76 < 0.0001
C-Amplitud 1.30 1 1.30 136.13 < 0.0001
AB 0.0081 1 0.0081 0.8508 0.3870
AC 0.0132 1 0.0132 1.39 0.2771
BC 0.3192 1 0.3192 33.53 0.0007
A? 0.0762 1 0.0762 8.00 0.0255
B2 1.44 1 1.44 151.09 < 0.0001
c? 0.0637 1 0.0637 6.69 0.0361
Residual 0.0666 7 0.0095
Falta de ajuste 0.0337 3 0.0112 1.37 0.3733 Not significant
Error puro 0.0329 4 0.0082

R? = 0.9895; Adjusted R> = 0.9761; Predicted R*> = 0.9071

El contenido de cafeina presente en las hojas se-
cas de I. guayusa ha sido objeto de diversas investi-
gaciones, con resultados que muestran variabilidad
en la concentracion de este compuesto. En un estu-
dio reciente de Luna-Fox y cols. (2024), se reporta-
ron niveles de cafeina que variaron entre 0.24% y
1.52% en extractos acuosos obtenidos mediante la
técnica de extraccion asistida por ultrasonido. Sin
embargo, Cadena-Carrera y cols. (2022) encontra-
ron un rendimiento superior (2.27 £ 0.05%) utili-
zando etanol como disolvente y la técnica de extrac-
cién con fluidos supercriticos. Esta diferencia en los
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valores obtenidos puede atribuirse a varios factores,
tales como el tipo de técnica de extraccion, el disol-
vente utilizado, el tamafio de particula del material
vegetal y las condiciones ambientales. Investigacio-
nes previas han indicado que variables como las
condiciones climaticas y las caracteristicas del sue-
lo, como se observo en los estudios de Repaji¢ y cols.
(2021) y Mazumder y cols. (2020), también juegan
un papel crucial en la concentracién de compuestos
bioactivos, lo que demuestra la complejidad de los
factores que afectan la extraccion de estos compues-
tos.
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Figura 3. Condiciones 6ptimas de extraccion de cafeina. Graficos de superficie de respuesta (A), graficos de contorno

(B).
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3.3 Parametros fisicoquimicos del
extracto liofilizado

El producto liofilizado se elabor6 a partir del ex-
tracto acuoso obtenido en las condiciones 6ptimas
de extraccién definidas por el modelo cuadratico
de la MSR. El extracto liofilizado fue procesado pa-
ra asegurar que cumpliera con las especificaciones
establecidas en la normativa NTE INEN 1122:2013
(2013) para el café liofilizado, la cual regula para-
metros clave como el pH, la humedad, el contenido
de cenizas totales y la solubilidad en agua caliente
y fria.

En este estudio, los resultados obtenidos para
cada uno de estos pardmetros se ajustaron a las es-
pecificaciones de la normativa NTE INEN 1122:2013
(2013) (Tabla 7). El pH del extracto liofilizado fue de
5.1 £ 0.2, lo que se encuentra dentro del rango per-
mitido. La humedad fue de 1.2 + 0.1%, muy por

debajo del limite maximo de 3.5%, lo que indica un
buen proceso de liofilizacién que asegura una baja
actividad acuosa y una mayor estabilidad del pro-
ducto. El contenido de cenizas totales fue de 11.87
+ 0.12%, lo que refleja una correcta calidad del ex-
tracto sin presencia excesiva de impurezas minera-
les. En cuanto a la solubilidad, el extracto liofilizado
mostré una buena capacidad de disolucién, con un
tiempo de solubilidad en agua caliente de 17 & 1.0
sy en agua fria de 1.8 & 0.2 min, valores que estan
por debajo de los limites establecidos por la norma-
tiva. Estos resultados reflejan la alta calidad del ex-
tracto liofilizado obtenido en las condiciones de ex-
traccién 6ptimas. Este cumplimiento normativo es
un indicador importante de la idoneidad del proce-
so de extraccién y liofilizacién, y sugiere que el ex-
tracto liofilizado producido tiene caracteristicas que
lo hacen adecuado para su comercializacién y con-
sumo, garantizando estdndares de calidad y seguri-
dad para el consumidor final.

Tabla 7. Pardmetros fisicoquimicos aceptables segtin la NTE INEN 1122:2013 (2013).

Anadlisis  Extracto liofilizado de Café liofilizado
L guayusa
guay Minimo Maximo
H (%) 1.2+0.1 - 3.5
CT (%) 11.87+0.12 - 14
pH 5.1+0.2 4.7 5.5
SC (s) 1741 - 30
SF (min) 1.840.2 - 3

H: humedad, CT: cenizas totales, SC: solubilidad en agua caliente, SF: solubilidad en agua fria

3.4 Contenido de metales pesados en el
extracto liofilizado

La normativa NTE INEN 1122:2013 (2013) establece
limites especificos para la presencia de metales pe-
sados en el café liofilizado, con el fin de garantizar la
seguridad y calidad del producto. Estos valores fue-
ron utilizados como referencia para evaluar el con-
tenido de metales pesados en el extracto liofilizado
de I. guayusa en este estudio.
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Los resultados obtenidos demostraron que el
contenido de metales pesados en el extracto liofili-
zado cumplid estrictamente con los limites estable-
cidos por la normativa (Tabla 8). En particular, los
niveles de zinc, cobre y estafio fueron de 19.16+0.04
mg/kg, 12.35+0.23 mg/kg y 8.64+0.17 mg/kg, res-
pectivamente, todos por debajo del limite maximo
permitido. Ademads, no se detect6 la presencia de
plomo, cadmio ni arsénico, lo que resalta la calidad
y seguridad del producto.
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Tabla 8. Valores maximos aceptables de metales pesados segin la NTE INEN 1122:2013 (2013).

Metal analizado

Extracto liofilizado de I. guayusa (mg/kg)

Café liofilizado (mg/kg)

Pb ND 1

Cd ND 0.1
Zn 19.16+0.04 50
Cu 12.35+0.23 20
As ND 0.5
Sn 8.64+0.17 20

Pb: plomo, Cd: cadmio, Zn: zinc, Cu: cobre, As: arsénico, Sn: estafio, ND: no detectado.

Diferentes estudios han indicado que la presen-
cia de estos metales puede tener efectos téxicos y
acumulativos en el organismo. El plomo, por ejem-
plo, es un neurotéxico que puede afectar el sistema
nervioso central, provocando trastornos cognitivos
y de comportamiento, especialmente en nifios (So-
bin y cols., 2023). El cadmio se acumula principal-
mente en los rifiones y puede causar dafio renal,
ademads de estar asociado con un mayor riesgo de
cancer en los pulmones y otros 6rganos (Howard
y cols., 2023). En cuanto al arsénico, su exposicién
prolongada puede provocar problemas en la piel, el
sistema respiratorio y aumentar el riesgo de desa-
rrollar cancer (Chappells y Dummer, 2024). Por otro
lado, Yan y cols. (2023) han indicado que el zinc,

1,2

aunque es esencial en pequefias cantidades para la
salud, en niveles elevados puede interferir con la
absorcién de otros minerales y causar efectos adver-
sos como nauseas, vomitos y disfuncién hepatica. El
cobre, por su parte, es vital para funciones biol6gi-
cas, pero en concentraciones altas puede dafiar el
higado y el sistema nervioso (Min y cols., 2024). El
estafio, aunque menos estudiado, en concentracio-
nes altas puede causar malestares gastrointestinales
y afectar la funcién renal (Liu y cols., 2022). En es-
te estudio la ausencia de plomo, cadmio, arsénico y
la baja concentracién de zinc, cobre y estafio en el
extracto liofilizado de I. guayusa destacan la seguri-
dad y calidad del producto, minimizando cualquier
riesgo para la salud de los consumidores.

u 30°C
{ R?=0,999, Pendiente=0,0151, Intercepto=0,1777 A
® 40°C
1,0 o R?=0,999, Pendiente=0,0234, Intercepto=0,1818
A 50°C )
1 R?=0,999, Pendiente=0,0323, Intercepto=0,191OA,w"'
[ ]
$ 0,8 -
©
2
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=
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A
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Figura 4. Relacién entre In (humedad) en funcién del tiempo de almacenamiento (dias) del extracto liofilizado de I.
guayusa a 30, 40 y 50 °C.
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3.5 Determinacion de la vida til

La relaciéon entre el contenido de humedad del ex-
tracto liofilizado y el tiempo se calculé mediante la
grafica del In (humedad) en funcién del tiempo, de
acuerdo con la Ecuacién 4 (Figura 4). Los resulta-

dos mostraron un comportamiento consistente con
una reaccién de primer orden, lo cual fue confirma-
do por un coeficiente de determinacién (R?) de 0.999
para las curvas obtenidas a 30, 40 y 50 °C (Tabla 9).
La constante de reaccién cinética (k) estuvo repre-
sentada por la pendiente de la recta en cada caso.

Tabla 9. Valores de k para las temperaturas de almacenamiento.

Temperatura (°C) R? k Intercepto
30 0.999 0.0151 0.1777
40 0.999 0.0234 0.1818
50 0.999 0.0323 0.1910

K: constante de reaccién cinética

La temperatura tuvo una fuerte influencia en
la constante de reaccién cinética, reflejada en un
aumento proporcional de su valor conforme se in-
crementaba la temperatura. Este comportamiento
puede explicarse por el aumento en la energia ciné-
tica de las moléculas reaccionantes, lo que favorece
un mayor nimero de colisiones efectivas, superan-
do la barrera energética del proceso quimico (Ka-
ral y cols., 2024). Esta tendencia es coherente con
la ecuacién de Arrhenius, la cual establece que la
constante de reaccion depende exponencialmente
de la temperatura.

Resultados similares se reportaron por Isuiza y
cols. (2018), quienes documentaron un incremento
proporcional en la constante de reaccién al aumen-
tar la temperatura en procesos cinéticos similares.
Estos autores concluyeron que este fendmeno era
atribuible a la disminucién de la energia de activa-

cién y al favorecimiento de la dindmica molecular
del sistema.

La ecuaciéon de Arrhenius linealizada se utili-
z0 para calcular la energia de activacion (Ea) y la
constante de reaccién cinética a una temperatura de
20 °C, con el fin de estimar la vida util del extracto
liofilizado. En la Figura 5 se presenta la relacién en-
tre el In(k) y el inverso de la temperatura absoluta,
donde los datos mostraron un buen ajuste, con un
R? de 0.995.

La vida 1til a 20 °C se calcul6 utilizando la Ecua-
cién 4, tomando como pardmetro critico a la hume-
dad segtin la normativa NTE INEN 1122:2013 (2013)
para café liofilizado, que establece un limite maxi-
mo de humedad del 3.5%. La vida ttil estimada se
detalla en la Tabla 10.

Tabla 10. Energia de activacién, constante de reaccién cinética a 20 °C y vida util del extracto liofilizado.

Ea ko koo Hy Hax tooC tooC Ecuacion de orden uno empleada
(kJ/mol) (%) (%) (dias) (meses)
30.097 3361.02 0.0101 1.2 3.5 106 3.5 In(H) = In(Hp) + kt

Ea: energia de activacion, k: factor pre-exponencial, kypoc: constante de reaccion cinética a 20 °C, Hy: humedad inicial del extracto
liofilizado, Hysx: humedad méxima aceptable, fypoc: tiempo de vida util del extracto liofilizado.
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Figura 5. Relacion entre la constante de reaccion cinética (k) y el inverso de la temperatura absoluta.

Actualmente, no se han identificado investiga-
ciones previas que determinan la energia de activa-
cién y la vida 1til de un producto liofilizado a partir
de extractos acuosos de hojas secas de I. guayusa.

Sin embargo, los estudios realizados en otros
productos liofilizados ofrecen un marco de referen-
cia para comparar los resultados obtenidos. Isuiza
y cols. (2018) y Lopez-Quiroga y cols. (2019) repor-
taron valores de energia de activacién que oscilan
entre 18.3 y 31.35 k] /mol, un rango dentro del cual
se encuentra la energia de activacion determinada
para el producto liofilizado de I. guayusa en este
estudio. Este resultado indica un comportamiento
energético comparable con otros productos liofili-
zados de origen vegetal.

En relacion con la vida 1til, los 106 dias esti-
mados para el extracto liofilizado de I. guayusa son
similares a los reportados por Gonzélez-Pérez y
cols. (2024) para un producto elaborado a base de
manzana (105 dias). Este hallazgo posiciona al ex-
tracto de liofilizado de I. guayusa como un producto
competitivo en términos de estabilidad durante el
almacenamiento. Setiawan y cols. (2022) determi-
né una vida ttil menor (59 dias) para una bebida
liofilizada a base de coco, lo que resalta la variabili-
dad en los tiempos de conservacién entre productos
liofilizados y pone en evidencia la influencia de fac-
tores como la composicion quimica, los métodos de
procesamiento y los materiales de embalaje.
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Los resultados de esta investigaciéon proporcio-
nan un punto de partida para futuras investigacio-
nes que busquen optimizar la estabilidad del liofili-
zado de I. guayusa y extender su tiempo de almace-
namiento. Ademads, este estudio contribuye a llenar
un vacio en la literatura, estableciendo parametros
clave para el desarrollo de productos innovadores a
base de I. guayusa.

4 Conclusiones

La concentracién de acido citrico fue el factor que
mas influy6 en la extraccién de cafeina a partir de
hojas secas de I. guayusa, seguido de la amplitud
ultrasénica y el tiempo de extracciéon. La relacién
s6lido-liquido no mostré un efecto significativo.

Se elaboré un liofilizado a partir del extracto
acuoso de I. guayusa obtenido bajo las condiciones
Optimas de extraccién. El producto final cumplié
con los pardmetros fisicoquimicos y los limites de
metales pesados establecidos en la normativa NTE
INEN 1122:2013 (2013).

Los resultados de la presente investigacién brin-
dan informacién valiosa para el desarrollo de un
producto liofilizado rico en cafeina natural, posicio-
nandolo como una alternativa potencial a los pro-
ductos que utilizan cafeina sintética. Es necesario
estudiar la estabilidad a largo plazo del producto
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bajo diversas condiciones de almacenamiento para
su viabilidad comercial.
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