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RESUMEN

En el desarrollo de nuevos productos o mejoramiento de procesos existentes, se busca
reducir el tiempo de experimentacion en laboratorio para minimizar gastos tanto
econdmicos como de tiempo. Para esto, se hace uso de herramientas de simulacién que
permiten representar un proceso de manera realista. Sin embargo, las mismas deben
trabajar con datos reales de las materias primas que son parte del proceso. En el
presente trabajo, se llevd a cabo la determinacion de parametros experimentales
requeridos por un modelo mecanicista desarrollado previamente, para representar la
operacion de extraccion en la elaboracion de una bebida nutracéutica. Por ende, se llevo
a cabo la elaboracién de esta a escala de miniplanta para la cuantificacion de polifenoles
totales en la fase liquida como soélida mediante la técnica de Folin - Ciocalteu. La
densidad de la mezcla soélida y la viscosidad del extracto se obtuvo mediante el método
del picndmetro y de un viscosimetro rotacional, respectivamente. Se logré obtener la
concentracion experimental de polifenoles en ambas fases durante el tiempo de
extraccion, alcanzando el equilibrio al final de este. Por otra parte, se obtuvo una
densidad de sélidos igual a 1.36 g/mL a 25.00°C, mientras que, el extracto de la bebida
presento una viscosidad de 10.83 cP a una temperatura de 31.56°C. Por ultimo, mediante
regresion no lineal de los datos experimentales se determinaron las constantes
necesarias para validar el modelo, logrando representar la operacién de extraccion de la

manera mas realista posible.

Palabras claves: espectrofotometria, método de Folin — Ciocalteu, densidad, viscosidad.



ABSTRACT

In the development of new products or improvement of existing processes, the aim is to
reduce the laboratory experimentation time to minimize both economic and time costs.
For this purpose, simulation tools are used to represent a process in a realistic way.
However, these tools must work with real data of the raw materials that are part of the
process. In the present work, the determination of experimental parameters required by
a mechanistic model previously developed was conducted to represent the extraction
operation in the elaboration of a nutraceutical beverage. Therefore, it was conducted the
elaboration of the beverage at mini-plant scale for the quantification of total polyphenols
in the liquid and solid phase by means of the Folin-Ciocalteu technique. The density of
the solid mixture and the viscosity of the extract were obtained using the pycnometer
method and a rotational viscometer, respectively. It was possible to obtain the
experimental concentration of polyphenols in both phases during the extraction time,
reaching equilibrium at the end of the extraction time. On the other hand, a density of
solids equal to 1.36 g/mL at 25.00°C was obtained, while the extract of the beverage
presented a viscosity of 10.83 cP at a temperature of 31.56°C. Finally, by means of
nonlinear regression of the experimental data, the constants necessary to validate the
model were determined, thus representing the extraction operation as realistically as

possible.

Key words: spectrophotometry, Folin-Ciocalteu method, density, viscosity.
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1.

CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Descripcion del problema

Hoy en dia, el uso de herramientas tecnol6gicas permite obtener simulaciones
realistas de un proceso y reducir los ensayos de laboratorio, logrando minimizar
costos y tiempos, ademas de una proyeccion fidedigna en cuanto al disefio del
proceso. Sin embargo, el problema primordial con el uso de modelos es que se
debe contar con las propiedades y caracteristicas experimentales (curva de
extraccion, viscosidad de extracto y densidad de sélido) de las sustancias de
trabajo, para asi representar de manera apropiada el comportamiento real del
proceso. El uso de datos erréneos en las simulaciones implicariarepresentaciones
poco precisas, lo que se traduciria en pérdidas econdmicas. Esta problematica
abarca en gran parte a la industria que se dedica a la produccion de bebidas
nutracéuticas debido a que no se cuenta con un modelo adaptado para representar

el proceso.

En el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE) se ha
elaborado una bebida nutracéutica a partir de llex guayusa, Vernonanthura patens
y cascarillas de granos de cacao a nivel de laboratorio. Para la visualizacion
temprana del proceso a nivel piloto se usan simuladores de proceso comercial, que
ofrecen una base de componentes y termodinamicas para el sistema en estudio,
ademas permite incorporar las operaciones unitarias requeridas en el proceso de

elaboracion: secado, triturado, tamizado, extraccion solido — liquido y filtrado.

En primera instancia esta visualizacién temprana se llevo a cabo a través de
una primera aproximacion en un simulador comercial desarrollado en el trabajo de
Gabela & Villa. En el mencionado trabajo, cada operacién unitaria fue representada
lo mas cercana a la realidad posible. Sin embargo, la operacién de extraccion se
simulé mediante un separador, como un balance de materia, ya que no se pudo
considerar la operacién de extraccion por cargas solido-liquido regida por

fendmenos de transferencia de masa, por lo que no se logré adaptar por completo



a los requerimientos de elaboracion de la bebida nutracéutica (Gabela & Villa,
2021).

Posteriormente Lucas & Tenorio desarrollaron un modelo mecanicista para
representar apropiadamente la cinética de la extraccion sélido — liquido presente
en el proceso de elaboracién de la bebida. Este modelo se fundamenta en la
transferencia de masa y fue acoplado como unidad afiadida en el simulador
comercial. Ademas, su desarrollo permiti6 determinar el tiempo de residencia
necesario para alcanzar las especificaciones requeridas en la bebida, y
adicionalmente se tomoé en cuenta la disolucién de sélidos con el disolvente (Lucas
& Tenorio, 2022). EI modelo permite que se pueda completar la simulacion del
proceso, previo a su validacién mediante datos experimentales correspondiente a

la bebida nutracéutica.

Algunas restricciones que se identifican para el desarrollo de este proyecto son,
la disponibilidad de la materia prima vegetal como la llex guayusa, Vernonanthura
patens y las cascaras de cacao. Por lo tanto, se convierte en uno de los factores a
tomar en cuenta para la elaboracion de la bebida. A su vez, el acceso a reactivos,
como el estandar de acido galico, necesario para la determinacion de la
concentracion de los compuestos de interés durante la operacion de extraccion
representa otra de las limitaciones en la realizacion de esta obra, debido a que
permitira definir la repetibilidad de los ensayos. Por otra parte, con respecto a los
equipos necesarios para la determinacion de la densidad de sdlidos y viscosidad
del extracto no se tienen restricciones, ya que se encuentran disponibles en ESPOL
(SILAB, 2022).

1.2 Justificaciéon del problema

En los dltimos afios a nivel mundial se ha tornado mas relevante el mejorar la
salud y calidad de vida, ya que la alimentacién es una parte esencial; son objetos
de estudio todos aquellos alimentos o ingredientes que puedan brindar beneficios
para la salud y no ser tan procesados. Un campo poco estudiado en Ecuador es el

uso de nutracéuticos, sustancias de origen biolégico natural que se pueden



encontrar como componentes de los alimentos o ser agregados, y que previenen

enfermedades brindando mejoras para el organismo (Heidy, 2006).

Los simuladores y modelos matematicos son herramientas que han sido
utilizadas para el estudio de la extraccion sélido-liquido que se da en el proceso de
obtencion de una bebida nutracéutica. Adicionalmente, las ventajas de contar con
un modelo mateméatico con data experimental son las siguientes: describe
adecuadamente el comportamiento del proceso, permite pronosticar los resultados
acordes a determinadas condiciones y optimizar el proceso, buscando reducir
costos al escalar un proceso de nivel laboratorio a planta piloto (Garulo, Valencia,
Garrido, Yéafez, & Ceron, 2021).

Para el caso de estudio propuesto, la elaboracion de la bebida desarrollada
por el CIBE se elaboré en estudios previos mediante una simulacion del proceso,
asi como de un modelo que representa la operacion de extraccion. Ambos trabajos
fueron desarrollados en base a bibliografia, ya que no se contaba con la informacion
experimental de este extracto. En esta obra, se propone obtener el extracto de la
bebida nutracéutica, para determinar los parametros experimentales requeridos por
el modelo como la concentracién de polifenoles a través del tiempo, viscosidad y
densidad, logrando asi obtener un modelo que permite la simulacién completa del
proceso, asi como una herramienta que a futuro permita escalar el proceso a nivel

industrial.

1.3 Objetivo
131 Objetivo General
Determinar los parametros experimentales en una bebida nutracéutica mediante
técnicas de analisis cuantitativas para la validacion de un modelo matemético que

representa la operacion extraccion solido — liquido.

132 Objetivos Especificos
1. Elaborar la bebida nutracéutica a nivel de miniplanta mediante el uso de los

equipos adecuados para la obtencién del producto objeto de estudio.



2. Desarrollar la curva del comportamiento del extracto a través de las
concentraciones de polifenoles, asi como sus propiedades mediante técnicas
de espectrofotometria y pruebas fisicas para complementar el modelo

matematico

3. Validar el modelo matematico mediante regresion no lineal de los datos
experimentales para la evaluacion de la respuesta del proceso de extraccion
solido — liquido.

1.4 Marco tedrico
141 Bebidas nutracéuticas
Los suplementos nutracéuticos son compuestos bioactivos que colaboran
al equilibrio de las bacterias en nuestro organismo. Se presentan en matriz no
alimenticia es decir en cpsulas, comprimidos, o polvos enfocados en prevenir

enfermedades (Civeira et al., 2007).

Otra manera de aprovechar las propiedades de estos suplementos es en la
elaboracion de bebidas o alimentos disefiados a base de hierbas. Por ejemplo, el
CIBE desarroll6 una bebida nutracéutica a base de extractos acuosos de hojas de

llex guayusa, Vernonanthura patens, y residuos de cacao (Paladines et al., 2021).

Una infusion de estos tres tipos de productos vegetales tiene una alta
capacidad para detener la produccion de radicales libres. Ademas, pueden aportar
beneficios terapéuticos como antioxidantes, fuentes de energia, antiinflamatorios
y estimulantes debido que estan correlacionados con los siguientes compuestos
fendlicos presentes en las materias vegetales: &cido gdlico, acido clorogénico,

guercetina, entre otros (Quijano et al., 2021).

A pesar de las oportunidades de mejora para la salud reduciendo costos de
atencién médica y de aportar al desarrollo econémico dentro de una sociedad, se
presentan varios desafios para su producciéon como las regulaciones nacionales

de cada pais ya que se pueden presentar problemas legislativos por utilizar

4



organismos Vvivos Y la poca innovacion de la industria de alimentos con respectos

a estos compuestos (Mishra, Behera, Kar, & Ray, 2018).

142 Compuestos antioxidantes de la bebida
Los compuestos de mayor proporcion en la bebida son: acido galico, acido
clorogénico, quercetina. En la Tabla 1.1 que se detalla a continuacion, se

presentan algunas de las propiedades de dichos compuestos.

Tabla 1.1 Propiedades de los antioxidantes presentes en la bebida nutracéutica

(National Center for Biotechnology Information, 2022).

Quercetina Acido galico  Acido clorogénico
Formula molecular Ci5H1007 C7HeOs Ci6H1809
Masa molecular [g/mol] 302.23 170.12 354.31
Punto de fusion [°C] 205-209 258-265 316-318

1.4.2.1 Acido Gélico

El &cido galico es un compuesto polifendlico natural que se lo puede
encontrar en bebidas procesadas como vinos tintos y té verde, asi como en
plantas en forma de acidos libres, ésteres, y taninos hidrolizables. Es un
compuesto altamente estudiado en los ultimos afios debido a su actividad
farmacoldgica como captadores de radicales libres, ademas es considerada
una molécula lider prometedora para el desarrollo de nuevos farmacos. Se ha
demostrado que brinda efectos preventivos y terapéuticos en enfermedades
que impliqguen estrés oxidativo, enfermedades cardiovasculares, y cancer
(Manish Pal, Avneet, & Siddhraj, 2018).

Adicionalmente, el acido galico es de gran utilidad en industrias como
la de la piel y del cuero, y en la industria alimenticia debido a que sirve como
conservante (Fernandes & Salgado, 2016). El rango de absorbancia en el
espectro UV-Visible para este compuesto es de 0 a 0.5 en un rango de longitud
de onda de 765 nm (Tadesse, Hymete, Bekhit, & Mohammed, 2015).
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Figura 1.1 Estructura quimica del acido géalico

1.4.2.2 Acido clorogénico

El &cido clorogénico es un tipo de compuesto polifendlico, éster de acido
cafeico y &cido quinico, se encuentra presente en una gran variedad de
plantas. Presenta propiedades bioldégicas, como antiespasmddica vy
antioxidante, ademas de inhibir la integrasa del VIH-1 (Gil & Wianowska,
2017). Adicionalmente, este compuesto ha sido utilizado en ensayos que
estudian el tratamiento contra el cAncer avanzado y la intolerancia a la glucosa.
El rango de absorbancia en el espectro UV-Visible para este compuesto es de
0.55 a 1 en un rango de longitud de onda entre 255 a 331 nm (National Center

for Biotechnology Information, 2022a).

@]
HO
OH
H @]

HO

O OH

H OH
HO
Figura 1.2 Estructura quimica del acido clorogénico

1.4.2.3 Quercetina

La quercetina es un compuesto de tipo bioflavonoides, considerado de
los mas importantes, se pueden encontrar en un sinnimero de vegetales,
granos, frutas y plantas. Este compuesto presenta una importante actividad

farmacoldgica debido a que actia como anticancerigeno, antiviral, ayuda con



el tratamiento de trastornos alérgicos o metabodlicos y enfermedades
cardiovasculares (El-Saber Batiha et al., 2020). Ademas, presenta
propiedades antioxidantes, debido que a que actia como neutralizador de
radicales libres (Vicente, Prieto, & Morales, 2013). El rango de absorbancia en
el espectro UV-Visible para este compuesto es de 0.7 a 0.76 en un rango de
longitud de onda entre 365 a 407 nm (National Center for Biotechnology
Information, 2022b).

Figura 1.3 Estructura quimica de la quercetina

143 Métodos de extraccion y produccion de la bebida nutracéutica

VI.

VII.

El proceso desarrollado por el CIBE para la obtencion de la bebida
nutracéutica que cuenta con materias primas vegetales como: llex
guayusa, Vernonanthura patens, y residuos de cacao consta de las
siguientes etapas (Choez, Ruiz, Ruales, & Manzano, 2020):

Secado de las materias primas a 45°C en un horno de bandeja.

Molido de la materia prima seca hasta la obtencion de una mezcla fina (180
- 710 ym).

Tamizado de la mezcla para asegurar que todas las particulas cuenten con
el tamafo requerido (500 pm).

El proceso de extraccion se realiza en un bafio de agua donde se coloca la
muestra seca en agua y se utiliza una proporcion solvente a sélido 1:10
durante 5 minutos sin mezclar.

Se filtra el extracto acuoso obtenido en la etapa anterior, utilizando papel
Whatman #1.

El almacenamiento de las muestras se realiza a -17°C para futuros

ensayos.



144 Modelos mateméticos

Los modelos matematicos son utilizados con frecuencia para desarrollar
nuevos procesos quimicos y predecir con precision el comportamiento de los
procesos en la industria. Por ejemplo, estos modelos su usan en los siguientes
casos: i) establecer nuevas condiciones de operacion, ii) producir nuevos
productos usando la misma planta y iii) mejorar la calidad del producto final para

obtener mejoras en la tasa de produccién (McLean & McAuley, 2012).

Su resolucion inicia con el planteamiento de las ecuaciones basadas en
investigacion y asunciones. Estas ecuaciones se resuelven numéricamente
usando valores iniciales estimados de los parametros y de bibliografia o estudios
previos. Finalmente se utiliza informacién experimental que permita modelar los

parametros para validar el modelo (McLean & McAuley, 2012).

145 Curvas de extraccion

La tasa de recuperacion de un soluto de interés en una operacion de extraccion
(curva de extraccién) es una funcion no lineal respecto al tiempo. La

., . . A y
representacion de la tasa de extraccion (=) o del grado de extraccion
At

(w(t)) respecto al tiempo o masa del disolvente hace posible la construccién de
curvas de extraccion, las cuales pueden tener una diversidad de
comportamientos dependiendo del proceso analizado (Cavalcanti & Meireles,
2012).

Las curvas globales de extraccion pueden ser de tipo | y tipo Il, véase en la
Figura 1.4 y Figura 1.5. Las curvas tipo | presentan una tasa de extraccién que
tiende a aumentar constantemente al inicio de la operacion, pero va disminuyendo
después de cierto periodo de tiempo, debido a que la matriz que contiene el soluto
inicialmente presenta un alto contenido de este, y a su vez el solvente puede
acceder facilmente al soluto. En las curvas de tipo Il, la tasa de extraccion
disminuye continuamente durante todo el tiempo de extraccion. Este
comportamiento se debe al bajo contenido de soluto en la materia prima o a la

poca accesibilidad del solvente al soluto (Cavalcanti & Meireles, 2012).
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Figura 1.4 Curva de extraccioén global tipo |
(Cavalcanti & Meireles, 2012)
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Figura 1.5 Curva de extraccién global tipo
(Cavalcanti & Meireles, 2012)

Estas curvas permiten la generacion de ciertos parametros para lograr una
representacion adecuada de la cinética de extraccion, a su vez contribuye al
correcto disefio y dimensionamiento para el escalado de procesos en los que

incluye una operacion de extraccion (Cavalcanti & Meireles, 2012).

En un proceso de extraccion se dan una serie de etapas, las cuales se
describen a continuacién (Cavalcanti & Meireles, 2012):
i) En la primera etapa de un proceso de extraccion sdlido — liquido, la tasa de

extraccion es constante, debido a que en el sélido se encuentra una gran



cantidad de soluto. La transferencia de masa por conveccion domina esta
etapa, en otras palabras, el flujo de solvente controla el proceso.

i) En la segunda etapa, la tasa de extraccion es decreciente, puesto que se
agota el soluto de facil acceso en la superficie de las particulas. Como no
todas las particulas estan cubiertas por el soluto, la tasa de transferencia
de masa disminuye rapidamente debido a la reduccién de la transferencia
de masa efectiva. En esta etapa, la resistencia a la transferencia de masa
se encuentra tanto en la fase solida como en la liquida, y los procesos de
difusion y conveccion se vuelven relevantes en la extraccion.

iii) La etapa final, se denomina difusion controlada, y se caracteriza por la
ausencia de soluto facilmente accesible en la superficie de la particula. La
tasa de extraccion esta controlada mayormente por la difusion delsolvente

en el interior de las particulas sélidas (Cavalcanti & Meireles, 2012).

146 Técnica parala determinacion de curvas de extraccion

Para la obtencion de curvas de extraccion se utilizan varias técnicas, entre
las mas comunes se tiene la cromatografia liquida de alta resolucidon que se utiliza
para la separacion y determinacion de especies en compuestos organicos,
inorganicos y biolégicos (Skoog, West, Holler, & Crouch, 2015). Otra de las
técnicas comunmente usada es la espectrofotometria, la cual mediante la
absorcion de energia radiante por parte de las moléculas en una muestra permite
la cuantificacion y caracterizacion de diversos compuestos en una solucion
(Goémez & Tito, 2017).

Espectrofotometria

La espectrofotometria es el estudio de la reflexion o propiedades de
transmision de una sustancia en funcién de su onda de longitud. Se usa para
mediciones cuantitativas que permiten identificar sustancias o0 medir sus
concentraciones en una solucion. En algunos casos se busca encontrar la
absorbancia absoluta de una sustancia desconocida y en otros, la concentracion
esta relacionada empiricamente con soluciones estandares de concentraciones

conocidas (Morris, 2015).
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Dependiendo del rango de la onda de longitud se pueden clasificar en:

1)

IN)

Espectrofotometro UV-visible: usa rangos ultravioletas de 185-400nm y rangos
visibles entre 400-700 nm de espectro de radiacion electromagnética. En la
espectrofotometria de rango visible, la absorcion o transmisiébn de las
sustancias puede ser determinado por el color final observado.

Espectrofotometro IR: usa rangos infrarrojos entre 700-15000 nm de espectro

de radiacion electromagnética (Morris, 2015)

En la Figura 1.6 se puede observar el diagrama esquematico tipico de un

espectrofotometro. El procedimiento dentro del equipo inicia cuando se transmite

un haz de luz que pasa por un monocromador (prisma), y se divide el haz en

diferentes longitudes de onda, el selector de longitud de onda transmitira

Unicamente el valor deseado. A continuacion, la muestra recibe este valor

seleccionado de haz, y mediante el fotoresistor se mide la cantidad de fotones

absorbidos, finalmente se entrega este resultado a la pantalla digital (Morris,
2015).

Selector de

Lente longitud de onda

Fotodetector

— IEN

8 . Pantalla
digital
Monocromador Cubeta con

muestra

Lampara

Figura 1.6 Diagrama esquematico de un espectrofotometro
(R. Garcia, 2018)

14.7 Parametros fisicoquimicos

1.4.7.1 Densidad

Es una propiedad fisica, misma que no se ve alterada debido a la
cantidad de masa de un material, las cuales son también llamadas
intensivas, por lo que para un material determinado se mantiene constante la
relacion entre masa y volumen (ecuacion 1.1) (Chang & Goldsby, 2013). No
obstante, a medida que se aumenta la masa del objeto el volumen también lo

hara y debido a que las sustancias cambian su volumen al enfriarse
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o calentarse, esta propiedad dependera de la temperatura (Brown, LeMay,
Bursten, & Burdge, 2004).

p= = (1.1)

1.4.7.2 Técnicas para la evaluacion de la densidad de sdélidos.

Es una propiedad que puede ser obtenida experimentalmente
mediante el principio de Arquimedes el cual hace referencia a la fuerza de
impulso que experimenta un fluido cuando un solido se sumerge total o
parcialmente, siendo igual al peso del liquido que se ha desalojado
(Mohazzabi, 2017). Otro método para obtenerla es el picnémetro,
instrumento que permite determinar la densidad de so6lidos homogéneos y de
liquidos (Semnani, 2017).

Método del picnémetro

El picndmetro o también llamado botella de gravedad especifica, es un
frasco el cual posee un tapon provisto de un capilar generalmente fabricado
en vidrio, y un volumen interior calibrado por métodos gravimétricos (Obando,
2015).

En sdlidos, el método del picndmetro es de alta precision, se utiliza un
liquido de trabajo con densidad conocida y que adicional no sea capaz de
presentar disolucion con el solido (Semnani, 2017). La masa del sélido se
determina mediante el pesado. Luego, el volumen del sélido en estudio se
determina mediante el peso del volumen del liquido que ha sido desplazado

por el sélido (Merino, De La Jara, & Gomez, 2013).

Figura 1.7 Picnémetro de vidrio
(Atarés, 2013)
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En un estudio realizado por Durango & Oquendo (2016), se determind la
densidad de pellets hechos a partir de biomasa agroindustrial para la
evaluacion y caracterizacion de biocombustibles elaborados a partir de estos.
En arreglos con 70% de residuos de coco y 30% de carb6n mineral se obtuvo
valores de densidad de 1.12 g/mL, mientras que para configuraciones con
composiciones de 70% algodén y 30% de carbon el resultado fue de 1.16 g/mL
(Durango & Oquendo, 2016).

Resultados similares se obtuvieron en un estudio realizado por Okoye,
Awotunde & Morales (2013), donde se determiné la densidad de las particulas
de hojas de Moringa Oleifera, aplicando el método del picnémetro y usando
xileno como fluido de desplazamiento. Se obtuvo un valor de densidad de 1.12
+ 0.007 g/mL (Okoye, Awotunde, & Morales, 2013).

Analizando estos estudios, se espera que para la densidad del sélido a
obtener de la bebida nutracéutica sea mayor o igual a 1.12 g/mL.

1.4.7.3 Viscosidad

Se puede definir a la viscosidad como la propiedad que cuantifica la
resistencia que presentan ciertas sustancias liquidas a fluir, por lo que
mientras mAas viscoso sea una sustancia esta fluird mas lentamente (Brown et

al., 2004). La unidad en el Sl de la viscosidad es el Pa*s.

Esta propiedad esté intimamente ligada a las fuerzas intermoleculares
presentes en una sustancia, por lo tanto, aquellos liquidos que tienen fuerzas
intermoleculares fuertes son mas viscosos que aquellos que presentan fuerzas
intermoleculares débiles (Chang & Goldsby, 2013). No obstante, a
temperaturas altas la viscosidad tiende a disminuir debido a que las moléculas
tienen una mayor cantidad de energia cinética y pueden vencer las fuerzas de

atraccion existente entre ellas (Brown et al., 2004).

En un estudio realizado por Asgharpour, Pouramir & Moghadamnia
(2012) se realizo la evaluacion de la viscosidad en extractos de plantas
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medicinales. La viscosidad mas alta se presento en el extracto proveniente de
la Pyrus biosseriana con un valor de 1.69 cP, por otra parte, el valor mas bajo
lo registro el extracto proveniente de la Securigera Securidaca, el cual es de
1.46 cP (Asgharpour, Pouramir, & Moghadamnia, 2012).

Otro estudio realizado por Chillagana & Veloz (2019) en el que se
determiné la viscosidad dinamica media en un extracto acuoso de mucilago de
yausabara, utilizando 10 configuraciones distintas en el tiempo, la relacién
solido-solvente y el tamafio del triturado en la operacion de extraccion, dio
como resultado un limite inferior de 11.70 cP y un limite superior de 80.8 cP,
los cuales muestran un intervalo de confianza del 95% y un valor de R? de
0.995 (Chillagana & Veloz, 2019).

De acuerdo con las caracteristicas del extracto de la bebida
nutracéutica, se espera obtener un rango de 1.46 - 11.70 cP, con un maximo
posible de 80.80 cP.

1.4.7.4 Técnicas para la determinacion de la viscosidad

La determinacion de la viscosidad de una sustancia se puede realizar
mediante el uso de viscosimetros capilares o rotacionales. Los capilares son
de utilidad en la determinacion de viscosidad de fluidos de baja viscosidad
como agua, solventes organicos o soluciones muy diluidas (Lewis, 1990),
mientras que los rotacionales permiten medir la viscosidad o caracterizar las
propiedades viscoelasticas de un fluido tanto newtoniano como no newtoniano.
(Sosa & Vertiz, 2021).

Viscosimetro rotacional

Los viscosimetros de tipo rotatorio son equipos que sirven para medir
la resistencia del fluido al movimiento. Se componen de un cilindro que gira
dentro del envase donde se encuentra la muestra (Galan, 2018).
Adicionalmente poseen instrumentos de control, donde al detectar la minima
desviacion se corrige, lo que permite controlar de mejor manera las

condiciones de operacion. Este tipo de métodos, permiten medir laviscosidad
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0 caracterizar las propiedades viscoelasticas de un fluido tanto newtoniano

como no newtoniano (Sosa & Vertiz, 2021).

Es importante afadir, que mientras mas grande sea el tamafio de
cilindro y la velocidad de rotacion se podran medir las viscosidades desde 15
mPa/s, en contraparte, mientras mas pequefio sea el cilindro y la velocidad de
rotacion se podran medir las viscosidades en el rango maximo hasta
60,000,000 mPa/s (Gonzalez, 2009).

Motor

~ Muelle de torsion

Figura 1.8 Diagrama de un viscosimetro rotacional
(Sosa & Vertiz, 2021)

Los viscosimetros rotacionales generan tres magnitudes de relevancia
después de la experimentacion, las cuales son, el gradiente de velocidad
proporcionado por la velocidad del cilindro giratorio, el esfuerzo de cizalla
medido por la torsion y la temperatura que es proporcional a la viscosidad de

la sustancia (Galan, 2018).
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CAPITULO 2

2. METODOLOGIA

Para cumplir el propdésito del presente trabajo se desarrollé una metodologia la

cual consiste en dos etapas: 1) Elaboracion del extracto de la bebida nutracéutica a

escala de miniplanta (Véase Figura 2.1), y 2) Obtencion de parametros

experimentales del extracto de la bebida (véase Figura 2.2).

Estudios de trabajos
previos sobre la
elaboracién de bebidas
nutraceuticas

Revision
bibliografica

Revision del modelo
matematico utilizado en el
proceso de extraccion
solido - liquido

I

Obtencion de materia
primas para la bebida

Secado de materias
primas

Experimentacion

—{ Triturado H Tamizado H

Extraccién sélido - .
liquido H Filtrado ‘

Almacenamiento
de muestras

Figura 2.1 Diagrama de flujo propuesto para elaboracién de bebida nutracéutica

Revision de técnicas
para analisis de extracto

Experimentacion

[ ! |
o
55 Curvas de Densidad Viscosidad
% g extracto
E ) l—l—l ¢—‘—¢
o
?rﬁ;‘;:ﬁsgr:lft: Espectrofotocolori Empue de Método del Viscosimetro Viscosimetro
'qresolucién metria Arquimedes picnometro capilar rotacional

Preparacién de
muestras

Aplicacion de técnicas
ala muestra

Obtenciénde
parametros
experimentales

——

Validacién de
modelo

Figura 2.2 Diagrama de flujo propuesto para la obtencion de los parametros

experimentales de la bebida nutracéutica



2.1 Definicién de caso de estudio

Inicialmente se llevd a cabo la revision de trabajos previos sobre la
elaboracioén de la bebida nutracéutica desarrollada por el CIBE a escala laboratorio,
asi como, las técnicas apropiadas para la posterior determinacién de los
parametros experimentales requeridos. En adicion, se reviso el modelo matemético
desarrollado por Lucas & Tenorio para la operacion de extraccion sélido — liquido

presente en el proceso (Lucas & Tenorio, 2022).

Posteriormente se realizé el montaje de una linea de produccion a escala de
miniplanta con el objetivo de producir la bebida. En primera instancia, se obtuvo la
materia prima vegetal para luego ser sometida a las diferentes operaciones
involucradas en el proceso, entre las cuales tenemos: secado, triturado, tamizado,
extraccion y filtrado. Luego, se tomdé muestras del extracto de la bebida
nutracéutica, y se almacenaron a condiciones especificas de temperatura para

preservar sus propiedades antioxidantes.

A continuacion, se construyo la curva de concentracion de los polifenoles
durante el proceso de extraccion en la fase liquida como sélida. Ademas, se llevo
a cabo la estimacion de la viscosidad del extracto y la densidad de la materia
vegetal seca. Por dltimo, a partir de los resultados experimentales, se realizé una
regresion no lineal para determinar las constantes necesarias y validar el modelo

desarrollado por Lucas & Tenorio (2022).

2.2 Proceso de elaboracion de la bebida nutracéutica
221 Localizacion

El extracto de la bebida nutraceltica se elabor6 en el Laboratorio de
escalado de productos naturales y nutraceuticos, el cual pertenece al CIBE,

ubicada en Guayaquil — Ecuador.
22.2 Materiales, equipos y reactivos

Durante el proceso de produccion del extracto de la bebida nutracéuticase

utilizaron los siguientes equipos: Horno de conveccion (VWR Scientific Products),
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molino, tamiz mecéanico con tamafio de poro de 0.5 mm, digestor, papel filtro
Whatman No 1 (Chodez et al.,, 2020). Las materias primas usadas fueron
Vernonanthura patens, llex guayusa, residuos de cacao y agua. La metodologia

seguida se describe a continuacion:

22.3 Procedimiento
Secado

Se aliment6 la materia prima al horno, las composiciones masicas de
materias primas (Vernonanthura patens, llex guayusa, residuos de cacao), fueron
suministradas por el CIBE debido a que se compone como un secreto industrial.
Se procedio a eliminar el agua libre presente en la materia vegetal, mediante
fendmenos de masa y calor para aumentar su estabilidad tanto quimica como
microbiolégica. Esta operacion se realizé a 45°C durante 24 horas con el objetivo
de obtener una materia prima con una humedad menor al 12% (Choéez et al.,
2020).

Molienda

En esta etapa se redujo el tamafio de la materia vegetal seca obtenida en
la etapa anterior, ya que afecta de forma indirecta al producto final y ademas
ayuda a incrementar el area de superficie. Se usé un molino mecanico y se obtuvo

un tamano de particula entre 180 - 710 yum (Choez et al., 2020).

Tamizado

En esta etapa se realiz6 la separacion de la materia vegetal de diferente
tamano, obteniendo asi el tamafio adecuado para el proceso posterior ademas de
homogenizar el flujo del sélido que se ingreso al proceso de extraccion. Se filtroa

través de una membrana con tamafio de poro de 500 um (Chéez et al.,2020).

Extraccion sdlido - liquido

Para la operacion extraccion soélido-liquido se us6 como solvente, agua y la
relacion solvente-sélido fue de 1:10, es decir 100 gramos de materia prima con 10
litros de solvente. Inicialmente se aliment6 el solvente al digestor, el cual se

calentd hasta que alcanzé su punto de ebullicion (100°C).
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Posteriormente se procedi6 a estabilizar el sistema a una temperatura de
60°C. Inmediatamente después, se adiciond al digestor la materia prima vegetal y
se dejo en contacto durante 15 minutos, alcanzando asi las especificaciones

adecuadas en el extracto de la bebida nutracéutica (Quijano et al., 2021).

Filtrado

Finalmente, se filtrd el producto proveniente de la extraccion sélido — liquido
con la ayuda de un papel filtro Whatman No.1. El objetivo de esta etapa es eliminar
el remanente de material vegetal que permanece en el extracto de la bebida

nutraceéutica al final del proceso (Manzano et al., 2017).

2.3 Comprobacion del tamafio de particula de la materia vegetal seca.
231 Localizacion
La prueba para la comprobacion del tamafio de particula de la muestra de
sélido seca que se alimento al digestor se llevd a cabo en el Laboratorio de
Operaciones Unitarias (LOPU) de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas
perteneciente a la Escuela Superior Politécnica del Litoral ubicado en Guayaquil —

Ecuador.

232 Materiales, equipos y reactivos
Se usaron los siguientes equipos y materiales: balanza (KERN FKB
36K0.5A), tamiz (W.S Tyler RX-812), mallas para polvo fino con tamafios de poro
de 425, 212, 80, 50 y 25 um, vaso de precipitacion (Glassco) de 2000 mL, mientras

gue como materia prima se us6 materia vegetal seca.

233 Procedimiento
En este ensayo se utilizdé un tamiz con configuracion en cascada descendente
para la comprobacion del tamafio de particula de la muestra alimentada al digestor.
Se inicid armando la cascada descendente con una malla de tamafio de poro de
425 pm, luego de 212, 80, 50 y 25 ym. En segundo lugar, se trasvasaron 189.5
gramos de material seca en un vaso de precipitacion, colocandolos sobre la malla

superior.
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Una vez asegurada la configuracion de tamices para evitar la pérdida de
material, se procedi6 a encender el equipo estableciendo como tiempo de
operacion 10 minutos, y vibracion continua. Finalmente, se peso la cantidad de
muestra obtenida en cada uno de los tamices utlizados con la finalidad de

cuantificar la materia vegetal seca en los distintos tamafios de poro utilizado.

2.4 Tomade muestras y almacenaje
24.1 Localizacion
La recoleccion y almacenamiento de muestras se realizo en el Laboratorio
de escalado de productos naturales y nutracéuticos del Centro de Investigaciones
Biotecnoldgicas del Ecuador perteneciente a la Escuela Superior Politécnica del
Litoral ubicado en Guayaquil — Ecuador.

24.2 Materiales, equipos y reactivos
Para el almacenaje del extracto de la bebida nutracéutica se usaron los
siguientes equipos: congelador horizontal (Indurama CI-400), y viales conicos

plasticos de 2 mL.

243 Procedimiento

Se tom6 una muestra del extracto de la bebida nutracéutica cada 1.5
minutos durante la duracion del proceso de extraccion solido-liquido para
garantizar que se obtenga informacion completa del comportamiento de los
compuestos de interés en la extraccibn. Las muestras se depositaron en
recipientes de vidrio, debido a que es un material inerte evitando asi, la reaccion

no deseada con el compuesto de interés.

Las muestras tomadas se almacenaron a una temperatura de 4°C, con la
finalidad de disminuir en gran medida la degradacion térmica de los compuestos
bioactivos presentes en la bebida nutracéutica, entre ellos, los polifenoles,

compuestos de interés del presente trabajo (Quijano et al., 2021).
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2.5 Determinacién de parametros experimentales
251 Cuantificacién de los polifenoles totales expresados en acido galico
de la bebida nutracéutica elaborada.
2.5.1.1 Localizacion
La medicion de la cantidad de compuestos fendlicos en la bebida
nutraceutica se realiz6 en el Laboratorio de Bioprocesos y Bioproductos

ubicado en el CIBE, en la ciudad de Guayaquil — Ecuador.

2.5.1.2 Materiales, equipos y reactivos

Para la determinacion de polifenoles totales, los equipos y materiales
usados fueron: un lector de microplacas (BioTek Cytation™ 5), y tubos de
ensayo de 2 mL. Los reactivos usados fueron estandar acido galico con una
pureza mayor al 97%, carbonato de sodio (7.5 %v/v) y reactivo de Folin-
Ciocalteu (1:10 v/v) (Viteri, Giordano, Montenegro, & Zacconi, 2021).

2.5.1.3 Procedimiento

Se us6 el método de Folin-Ciocalteu (FC) propuesto en un trabajo
anterior desarrollado por (Ghareeb et al., 2017), con la mezcla de 20 yL de la
muestra de la bebida nutracéutica y 80 pyL de solucién de carbonato de sodio
(Na2COs3) al 7.5% v/iv y 100 yL de una solucién del reactivo de FC a una
relacion volumétrica 1:10. La mezcla resultante se dej6 incubar por alrededor

de 60 minutos a temperatura ambiente (Viteri et al., 2021).

Posterior, se elaboré la curva de calibracion de acido galico como
estandar a diferentes concentraciones 10, 20, 40, 60, 80, 150, 175 y 200 ppm
respectivamente, y su consecuente lectura de la absorbancia a una longitud
de onda de 760 nm (Viteri et al., 2021), para obtener la regresion lineal del
conjunto de datos obtenidos, donde la variable dependiente es la absorbancia

y la variable independiente es la concentracion.
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A continuacion, se determiné la absorbancia de las muestras
preparadas utilizando un espectrofotometro UV-Visible con longitud de onda
de 760 nm (Viteri et al., 2021). Por ultimo, se determiné la concentracion de
los polifenoles en la muestra aplicando regresion lineal de la curva de
calibracion, para posteriormente despejar y calcular la variable independiente.
El contenido de total de polifenoles en la muestra analizada se expresé enmg

de equivalente de acido galico por litro de extracto.

252 Determinacion de la densidad del solido
2.5.2.1 Localizacion
La determinacion de la densidad del sdélido se llevo a cabo en el
Laboratorio de Fisicoquimica ubicado en Facultad de Ciencias Naturales y
Matematicas (FCNM) perteneciente a la Escuela Superior Politécnica del

Litoral (ESPOL), ubicada en Guayaquil — Ecuador.

2.5.2.2 Materiales, equipos y reactivos

Se utilizé los siguientes materiales: balanza de precision (KERN ALJ 250-
4AM), picnometro de 25 mL (Glassco), pipeta volumétrica de 25 mL, probeta
de 25 mL, balén volumétrico de 100 mL (DNI), vidrio reloj y espatula. Se utilizd

muestra de materia vegetal seca con tolueno.

2.5.2.3 Procedimiento

Se empled el método del picnémetro haciendo uso de un liquido no soluble.
Se tomé el picndmetro vacio, se pesoé y se registré como mo, posteriormente
se introdujo tolueno al picndmetro, la cantidad fue igual a 1/3 del volumen de
este, se procedio a pesar y a registrar el valor como m1. Luego, se introdujo 2
gramos de la materia vegetal, se pesé y se registré el valor como ma.
Finalmente, se completé el llenado del picnémetro con tolueno, se llevé a cabo
el pesaje y se registr6 como ms (Organisation Internationale de Metrologie
Legale, 2011).

Para la determinacion de la densidad por este método se utilizé la ecuacién

2.1, donde, py pvrepresentan la densidad del sélido y del liquido de trabajo
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a la temperatura de medicién, V es el volumen de picnémetro (Organisation

Internationale de Metrologie Legale, 2011).

m,; —mq
o = 0.99985 +0.0012  [2 (21)
V — 0.999g5 (M1~ mo) — (m2 — ms) m
: 0y — 0.0012

253 Determinacion de viscosidad del extracto
2.5.3.1 Localizacion
La determinacion de la viscosidad del extracto de la bebida nutracéutica
se llevé a cabo en el Laboratorio de Hidrocarburos ubicado en Facultad de
Ciencias Naturales y Mateméaticas (FCNM) perteneciente a la Escuela Superior
Politécnica del Litoral (ESPOL), ubicada en Guayaquil — Ecuador.

2.5.3.2 Materiales y equipos

Para la determinacion de la viscosidad del extracto se utiliz6 como
materiales un viscosimetro rotacional (Brookfield RVDV-II+P); vaso de
precipitacion de 1000 mL (Multiciencias del Ecuador), y como reactivo se uso

el extracto de la bebida nutracéutica.

2.5.3.3 Procedimiento

Inicialmente se tomaron 700 mL de extracto de la bebida nutracéutica y
se la transfirié a un vaso de precipitacion de 1000 mL. Se seleccioné elhusillo
con mayor diametro de cilindro (S01) apretando el boton “Select Spindle”. Se
configuro el viscosimetro a una velocidad de agitacion de 100 rpm en elbotén
“Set Speed”. La muestra del extracto se coloco en el vaso de precipitacion y

se midio la viscosidad al iniciar el equipo mediante la opcion “Motoron/off”.
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CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 Resultado y analisis de la elaboracion de bebida nutracéutica

En primera instancia, el extracto de la bebida nutracéutica se planifico producir
a escala piloto, pero la produccion a esta escala present6 inconvenientes debido a
una falla estructural del molino previsto para llevar a cabo la operacién de triturado
de la materia vegetal seca. La falla en la estructura implicaba una alta vibracién de
los componentes que conforman el equipo, lo cual generaba un riesgo en la
seguridad fisica de los operarios. Por lo que, se procedié a disminuir la escala del

proceso y llevar la produccién de la bebida a escala de miniplanta.

Para la produccioén del extracto a escala de miniplanta se us6 materia vegetal
provista por el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE), la
cual ya se encontraba seca y triturada, por lo que se procedié a comprobar el
tamafo de particula de esta. La comprobacion consistio en hacer pasar la muestra
sélida por un tamiz con una configuracion en cascada, teniendo en la parte superior
una malla con tamafo de poro de 425 ym mientras que en el fondo se tenia una
con poro de 25 uym. En esta prueba, se mantuvo una vibracion constante durante

10 minutos.

En la Tabla 3.1 se puede observar los resultados obtenidos en la prueba para
la comprobacion del tamarfio de particula de la materia vegetal seca proporcionada.
Asi pues, del total de la muestra analizada, se obtuvo que alrededor del 44.60% de
la misma present6 un tamafio de poro menor a 425 ym y mayor a 212 ym, mientras
gue apenas el 3.15% de la muestra poseia un tamafio de poro menor a 25 ym. Por
lo tanto, se tiene que toda la materia vegetal sélida proporcionada cuenta con un
didmetro de particula menor a 500 um. Adicionalmente no fue posible llevar un
analisis diferencial de tamizado propuesta por (McCabe, Smith, & Harriot, 1991) y
determinar el diametro de particula promedio, debido a la rigidez del andlisis puesto
gue no se contaba con los serie de tamices completos en el Laboratorio de

operaciones unitarias. Se contaba con 5 tamices de los 8 necesarios para completar



la serie, siendo estos los tamices No. 40, 70, 80, 100 y 120, con un tamafio de malla
de 425, 212, 80, 50 y 25 ym respectivamente.

Tabla 3.1 Resultados obtenidos en la prueba del tamafio de particula

Diametro particula [pum] masa [g] Porcentaje [%]
dp > 425 38.50 20.32%
425 < dp< 212 84.50 44.59%
212 <dp< 80 26.00 13.72%
80 <dy<50 20.50 10.82%
50 <dp< 25 14.00 7.39%
dp <25 6.00 3.17%

Adicionalmente la operacion de extraccion para la obtencion de la bebida
nutracéutica constéd de una sola etapa, ya que se puso en contacto una Unica carga
de sdlidos y solvente fresco. Finalmente, se obtuvieron dos salidas: el extracto y los
residuos vegetales desgastados (Chanioti, Liadakis, & Tzia, 2014).

La agitacion en el sistema se realiz6 manualmente, por lo que no se pudo
mantener constante durante la operacion. Adicionalmente, el control de la
temperatura se realizé con una termocupla, debido a que no se contaba un sistema
automatico para la medicion y control de este parametro, lo cual impidié mantener

una temperatura fija duramente la extraccion.

3.2 Resultado y analisis de la cuantificacién de polifenoles en el extracto de

la bebida nutracéutica

Las muestras tomadas durante el proceso de extraccion fueron analizadas
con el fin de determinar la cantidad de polifenoles presentes, por lo que se utilizé el
método de Folin - Ciocalteu. En este método se provoco una reaccion de reduccion-
oxidacion entre los polifenoles presentes en el extracto de la bebida y el reactivo de
FC, a pH basico. El reactivo de FC inicialmente present6é una coloracién amarilla,
ya que en su composicion estan presentes el acido fosfotingstico y el &cido
fosfovanadico. A causa del ambiente basico los polifenoles del extracto formaron
iones fenolatos los cuales redujeron al reactivo de FC, formando complejos de
vanadio que presentaron coloracion azul - verdosa y su intensidad vario

dependiendo de la cantidad de polifenoles contenidas en la muestra. A las muestras
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coloreadas se les determind la absorbancia mediante espectrofotometria UV-
Visible (E. Garcia, Fernandez, & Fuentes, 2015).

En la Figura 3.1 se puede observar la curva de calibracion obtenida mediante
espectrofotometria de UV-Visible, con la cual se determiné la concentracion de los
polifenoles totales en las muestras del extracto de la bebida nutracéutica. Se utilizo
como estandar el &cido galico y se utilizaron soluciones que iban desde las 10 a las
200 ppm de acido galico respectivamente. Adicionalmente, se logré conseguir la
regresion lineal de los puntos obtenidos en la curva de calibracion, obteniendo un
valor de R2 = 0.9909, lo cual indica un buen ajuste de los datos experimentales con

la ecuacion lineal obtenida.
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Figura 3.1 Curva de calibracién obtenida usando acido géalico como estandar.

El Anexo A.1 muestra los valores de absorbancia de las muestras obtenidos
del espectrofotometro UV-Visible, asi como la varianza y desviacion estandar en
cada una de las mediciones. Los valores obtenidos en estas variables estadisticas
nos indican que los datos experimentales presentan poca desviacién con respecto
a la media aritmética. El ensayo se realizo por triplicado, es decir, que se tomaron
tres lecturas de absorbancia para cada muestra con la finalidad de aumentar la
fiabilidad de los datos.

En la Tabla 3.2 se puede observar la concentracion de polifenoles durante el

tiempo de extraccion tanto en la fase liquida como en la solida, asi como la
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desviacion estandar entre las mediciones. La concentracion de la fase liquida se
determind mediante el uso de la curva de calibraciéon usando acido géalico como
estandar. Por otro lado, para la concentracién de polifenoles en la fase sélida, se
realiz6 mediante un balance de materia propuesto en un trabajo de Bonfigli, Godoy,
Reinheimer, & Scenna (2017). En el mismo, se usaron correlaciones entre la
concentracion en la fase liquida, volumen del solido y del solvente (Bonfigli, Godoy,
Reinheimer, & Scenna, 2017).

Tabla 3.2 Concentraciones de polifenoles totales obtenidas en la fase sdlida como en la

fase liguida.
Fase Liquida Fase Soélida
T;emr?nqo Concentracion [mg/L] Concentracion [mg/L]
Promedio Dssst\ggg';n Promedio Deesgr?glzfrn
0.000 0.000 0.000 32238.425 0.000
1.500 174.719 12.917 8388.611 1754.636
3.000 215.070 2.191 2907.416 297.653
4.500 211.035 1.096 3455.536 148.826
6.000 213.667 4.088 3098.066 555.325
7.500 198.053 3.287 5219.050 446.479
9.000 212.965 1.215 3193.392 165.108
10.500 225.947 6.574 1429.877 892.958
12.000 222.088 4.476 1954.165 608.048
13.500 224.719 6.323 1596.696 858.918
15.000 231.035 7.669 738.770 1041.784

Para la fase liquida, la concentracion promedio de los polifenoles totales
alcanza una valor de 215 mg/L durante los primeros tres minutos de operacion, y
una concentracion de 231 mg/L al final del tiempo de operacion. Por otro lado, para
fase sélida, durante los tres primeros minutos iniciales la concentracién promedio
de polifenoles disminuye hasta los 2907mg/L, mientras que al final de la operacion

guedan 738 mg/L de compuestos fendlicos.

Por lo tanto, la curva de extraccion en la elaboracién de la bebida nutracéutica
es de tipo I, debido al rapido aumento de la concentracion de los polifenoles
presentes en la bebida durante los primeros tres minutos de extraccion. Puesto que

en la matriz solida hay una alta cantidad de soluto (2.37 g de polifenoles por cada
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100 g de sdlido), el solvente puede acceder con mayor facilidad al mismo, lo que
incrementa en gran medida la transferencia de masa hacia la fase liquida,
adicionalmente la resistencia entre fases en esta etapa es despreciable. En este
periodo de tiempo, la transferencia de masa se ve regida a la cantidad de solvente
presente para la extraccion, es decir se encuentra controlada por la conveccién
(Cavalcanti & Meireles, 2012).

A partir del tercer minuto, el soluto se encuentra en poca cantidad en la matriz
sélida, por lo que no tendra contacto directo con el solvente, disminuyendo asi la
razon de trasferencia de los polifenoles desde el sélido hacia la fase liquida. Es
decir, la resistencia entre las fases deja de ser despreciable, y tanto la difusion
como la conveccion pasan a ser factores relevantes en el proceso de extraccion
(Cavalcanti & Meireles, 2012).
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Figura 3.2 Concentracién de polifenoles obtenida en la fase liquida.
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Figura 3.3 Concentracién de polifenoles obtenida en la fase sélida.

3.3 Resultado y analisis de la densidad del sélido seco.

El uso de tolueno como liquido de trabajo permitié reducir el error en la
medicion que se podia generar por la solubilidad del liquido con el sélido, puesto
gue presenta una mayor tension superficial que el agua. Con la finalidad de
garantizar la precision de los datos se llevo la prueba con una repetibilidad de 3

ensayos.

En la Tabla 3.3 se pueden observar la densidad obtenida durante la
experimentacion (p), asi como la densidad media (p media), la masa del picnédmetro
vacio (mo), masa del picnébmetro con tolueno (m1), masa del picnémetro con tolueno
y materia vegetal (mz), y masa del picndmetro completamente lleno con tolueno y

materia vegetal (ms).

Tabla 3.3 Resultados obtenidos en la prueba del picnOmetro

ler ensayo  2do ensayo  3er ensayo

mo[0] 21.310 21.403 21.371

ma1[g] 31.219 31771 30.926

mz[g] 33.226 33.779 32.923

ms[g] 43.741 43.822 43.863
Vpicnémetro [ML] 25 25 25
Ptolueno a 25 °C [g/mL] 0.87 0.87 0.87
p [g/mL] 1.343 1.331 141

P media [g/mL] 1.363
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Varianza 0.002
Desviacion estandar 0.044

Se obtuvo una densidad promedio a temperatura ambiente (25°C) de la
mezcla de sdlidos secos (llex Guayusa, Vernonanthura Patens y cascarillas de
cacao) de 1.363 gramos por cada mililitro, con una varianza entre los datos de
0.002 y una desviacion estandar de 0.044. El valor obtenido es similar a los

estudios propuestos sobre materia vegetal en la seccion 1.4.7.2 (= 1.12 g/ml)

3.4 Resultado y analisis de la viscosidad experimental de extracto.

Este parametro se obtuvo midiendo la resistencia que presento el extracto de
la bebida al movimiento generado por el cilindro o husillo del viscosimetro
rotacional. Se llevaron a cabo 3 repeticiones con la finalidad de aumentar la

fiabilidad de los resultados obtenidos, los cuales detallan en la Tabla 3.4

Tabla 3.4 Resultados obtenidos en la prueba del viscosimetro rotacional

1*ensayo 2% ensayo 3¢ ensayo

T[°C] 31.900 31.900 30.900
T media [°C] 31.567

M [cP] 11.500 10.600 10.400
M media [cP] 10.833
Varianza 0.343
Desviacion estandar 0.586

Se obtuvo una viscosidad dinamica promedio en el extracto de 10.83 cP a
una temperatura promedio de 31.56°C, con una varianza y una desviacion estandar
de 0.343 y 0.586 respectivamente, lo cual indica poca variacion de las mediciones
con respecto a la media aritmética. Estos valores se encuentran dentro del rango

esperado de los estudios propuestos en la seccion 1.4.7.3 (1.46 — 11.7 cP).

El extracto de la bebida nutracéutica analizado presentdé una viscosidad
dindmica baja, esto se debe esencialmente a la pequefia cantidad de polifenoles
extraidos durante la operacion de extraccion sélido-liquido. Esto se puede

corroborar gracias a la prueba de espectrofotometria realizada en el extracto, ya
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gue se obtuvo una concentracion de polifenoles promedio de 231.03 mg/L, con

respecto al solvente.

Por lo tanto, la viscosidad es una propiedad que presenta relacion de
dependencia con la concentracion y el peso molecular de las diferentes sustancias
gue conforman la muestra bajo andlisis. En otras palabras, debido a la baja
concentracion de polifenoles, estos no fueron capaces de interactuar (adherirse)
entre si de manera efectiva, lo que generd una alta deformacién en el extracto, es

decir, poca resistencia al movimiento (Muhammed, 2017).

La relacion entre la viscosidad y la concentracion en una solucion se
corrobor6 en un estudio realizado por Yu, Zhan, Wang, Zheng, Xie & Wang (2020),
donde se llevé a cabo el andlisis de los factores que influyen en la viscosidad en
soluciones de agar. En consecuencia, soluciones con concentraciones entre el 0
al 3% la viscosidad aumenta linealmente, mientras que a soluciones con
concentraciones mayores al 3% la viscosidad tiende a aumentar abruptamente (Yu
et al., 2020).

3.5 Validacién de modelo matematico.

Para la validacion del modelo matematico se utilizaron los datos
experimentales obtenidos en el presente trabajo, puesto que se realiz6 una
regresion no lineal de las concentraciones experimentales en la fase liquida como
sélida mediante la ayuda del lenguaje de programaciéon Python. La Tabla 3.5
muestra los valores de las constantes obtenidas para el modelo desarrollado en el
trabajo realizado por Lucas & Tenorio (2022).

Tabla 3.5 Valores obtenidos para la validacion del modelo matemético

Variables Valor
Ci 7.79E-02
C: 9.22E-01
Cs 6.78E-03
Cs -6.78E-03
r -2.97E-09
r2 -1.91E-02
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En la Figura 3.4 se puede observar la concentracion experimental como
modelada de polifenoles totales presentes en la fase liquida a medida que el
proceso de extraccion se va desarrollando. La concentracion de polifenoles tanto
experimental como modelada presentan la tasa de extraccidn mas alta durante los
1.5 minutos iniciales, alcanzando valores de 174.72 y 179.48 mg/Lde equivalentes
de acido galico respectivamente. Posteriormente en ambos sistemas la tasa de
extraccion se reduce drasticamente logrando extraer Unicamente 56.32 y 39.10
mg/L respectivamente durante los posteriores 12 minutos de operacion. Por otra
parte, al final del proceso de extraccion se alcanza una concentracion de polifenoles
experimental y modelada de 231.04 mg/L y 218.58 mg/L de equivalentes de acido

galico respectivamente.
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Figura 3.4 Concentracion de polifenoles experimental (0) y modelada (-) durante la

extraccion en la fase liquida.

En la Figura 3.5 se puede observar la concentracién experimental asi como
modelada de los polifenoles presentes en la fase sélida durante el proceso de
extraccion de la bebida nutracéutica. Se puede observar que la maxima
transferencia de polifenoles desde la fase sélida a la fase liquida se da durante los
primeros 1.5 minutos. Posteriormente, se da un descenso en la transferencia de
masa efectiva durante el proceso, alcanzando el equilibrio a los 10.50 minutos de

operacion con un valor de 2511 mg/L de equivalentes de acido galico.
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Figura 3.5 Concentracion de polifenoles experimental (0) y modelada (-) durante la

extraccion en la fase sélida.

La drastica reduccion de la tasa de extraccion de polifenoles en el proceso
género gque se tengan pequefios gradientes en la concentracion experimental de
las muestras tomadas durante la etapa final de extraccion. Adicionalmente, la
concentracion de polifenoles obtenida mediante el modelado se vuelve constante a
partir de los 10.50 minutos empezada la extraccion tanto en la fase liquida como en
la sélida. Por lo tanto, el sistema alcanza el equilibrio, sin embargo las pequefias
varianzas en los datos se deben a la naturaleza experimental de las mediciones y
los errores inherentes de la misma. Por lo tanto, se logré validar el modelo
matematico desarrollado por Lucas & Tenorio (2022), debido a que este responde

perfectamente a los datos experimentales obtenidos.

En un trabajo realizado por Espinoza, Vargas, Robles, Rodriguez & Garcia
(2007), se obtuvieron resultados similares. En este, se realizé el modelado
matematico de la cinética de la cafeina durante la extraccion sdlido-liquido de
granos de café. En este proceso, el tiempo de operacion fue de 7 horas alcanzando
el equilibrio después de transcurrido 1 hora del proceso extractivo (Espinoza,
Vargas, Robles, Rodriguez, & Garcia, 2007). Adicionalmente, en un trabajo
realizado por Setford, Jeffery, Grbin & Muhlack (2018) se desarroll6 el modelado de
la transferencia de masa de malvidin-3-glucésido durante la extraccion de sélidos
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de uva fresca en condiciones similares al vino. En dicho proceso, se obtuvo una
concentracion constante del compuesto de intereses a las 25 horas de operacion
de 40 horas totales de proceso (Setford, Jeffery, Grbin, & Muhlack, 2018).

3.6 Comparacion de condiciones de operacion
En la Tabla 3.6 se presenta una comparacion entre las condiciones de
operacion del proceso de extraccidon desarrollado en el presente trabajo y estudios

previos donde se desarrollan procesos similares.

Tabla 3.6 Comparativa de las condiciones de operacion P(Espinoza et al., 2007),
¢(Setford et al., 2018), ¢(Sparrow, Smart, Dambergs, & Close, 2016)

Extra(_:cién Extraccion Extr_ac_cién
beb|,da. cafeinab MaIV|d|r_1- 3
nutracéutica Glucosido®
tiempo extraccion [min] 15.0 420.0 2400.0
T. extraccion [°C] 65.0 90.0 23.1
Tamafio de particula [mm] Menor a 0.5 3.57 19¢e
Relacién solvente-sélido [L: g] 1:10 15 1:10
Masa sdélido [g] 100 100 150
Solvente Agua Agua Agua
Agitacion Si Si Si
Escala Miniplanta Miniplanta Miniplanta

Por lo tanto, la extraccion de la cafeina, la extraccion de Malvidin 3-glucosido
y la extraccion de la bebida nutracéutica, se realizaron a una temperatura de 23.1,
90 y 65°C respectivamente. Las altas temperaturas en procesos de extraccion
provocan una afectacion a la solubilidad del compuesto extraido, asi como a la
difusividad. Puesto que, son variables que se incrementan a altas temperaturas, sin
embargo, se debe tener en cuenta, que existe un limite de temperatura. Por lo tanto,
dicho limite viene restringido de acuerdo con la degradacién de los compuestos de
interés en el material solido y la volatilizacion del solvente utilizado (Chanioti et al.,
2014).

Adicionalmente, tanto en el estudio de extraccion de cafeina como en el
presente trabajo, y en la extracciéon de malvidin-3-glucosido, se aplicé agitacién al

solvente, esto genera un aumento en la transferencia de material al incrementar la
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difusion turbulenta (Chanioti et al., 2014), ademas de evitar que los solidos

sedimenten (Encalada, 2015).

Por otra parte, para la extraccion de la bebida nutracéutica, se utilizaron
tamafios pequefios del solido, esto logra una mayor superficie de contacto,
acrecentando la transferencia de masa entre fases dando como resultado
extracciones mas rapidas. Sin embargo, solidos con particulas pequefias en exceso
pueden ocasionar que al entrar en contacto con el solvente se compacten
dificultando asi la extracciéon (Encalada, 2015). Para evitar aquello se busca romper
las paredes celulares de los materiales vegetales a usar con la finalidad que el
solvente tenga acceso directo al soluto. Para una amplia variedad de materia
vegetal se recomienda un tamafio de particula entre 100 a 500 ym (Palacios &
Sanchez, 2008).

En el presente trabajo como en los estudios consultados se us6é como
solvente el agua. Con el fin de obtener una extraccion solido-liquido mas eficiente,
el soluto debe presentar una solubilidad especifica con el disolvente seleccionado,
asi como baja tension superficial y viscosidad, debe ser recuperable y que no sea
peligroso ni de alto valor economico. Adicionalmente, el extracto de la bebida
nutracéutica es de consumo humano, por lo que la eleccion de solvente se limita
a ciertos compuestos que se ajustan a los requisitos de salud humana, aunque
ciertos solventes como propano, etanol, entre otros son aceptables en cantidades
residuales segun las BPM (Chanioti et al., 2014).

No obstante, la cantidad de polifenoles extraidos en la muestra analizada se
vuelve un pardmetro dependiente de una serie de variables, entre las cuales
tenemos, el tamafo de particula de la materia prima alimentada al digestor, la
temperatura de extraccion, la naturaleza del solvente y la agitacion del sistema
(Encalada, 2015).

Adicionalmente, tanto en el estudio propuesto como en los trabajos
consultados se trabaja a escala de miniplanta, la cual se encuentra intermedia entre

la etapa de laboratorio y de planta piloto. La operacion a escala de miniplanta es de
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suma importancia puesto que sera la encargada de indicar si un proceso es viable
y economicamente prometedor, para ser llevada a escala de planta piloto
disminuyendo la incertidumbre en la construccion y operacién de esta. Por otra
parte, la escala miniplanta permite probar los modelos mateméticos debido a que
permite encontrar limites y defectos de este (Lievo, Almark, Purola, Pyhéalahti, &
Aittamaa, 2003).
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CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

La bebida nutracéutica se elabor6 experimentalmente a nivel miniplanta, por lo
gue, no se contaban con los equipos adecuados para realizarlo a nivel piloto.
Se comprobd el tamafio de particula, ya que el CIBE proveyé la materia prima
seca, molida y triturada, con lo que se confirmdé que la materia solida presenta

un tamafo de particula optimo debido a que fue menor a 500 pym.

Se obtuvo la curva de calibracion usando &cido galico como estandar, para
lograr cuantificar la cantidad de polifenoles en el extracto mediante regresion
lineal de la curva obtenida por espectrofotometria UV-Visible. La curva de
calibracion resulto ser y = 0.0019x + 0.0167, la cual mostré un buen ajuste de

los datos experimentales ya que se obtuvo un R?=0.9909.

Se logro representar el comportamiento de la fase liquida del extracto, el cual
indica que durante los 3 primeros minutos de operacion se tiene un valor de 215
mg/L y finaliza con 231 mg/L. Fue posible ademas identificar el comportamiento
en la fase sélida mediante un balance de materia usando correlaciones en la
fase liquida, volumen del solido y del solvente, para el cual en los 3 primeros
minutos disminuye hasta los 2907 mg/L y finaliza con 738 mg/L de compuestos

fendlicos.

Se considera que la curva de extraccion es de tipo |, ya que la concentracion de
polifenoles aumenta significativamente en los primeros minutos de operacion,
porque el solvente es capaz de acceder con facilidad al soluto presente en la
matriz solida y ademas influye en la transferencia de masa que se rige por
conveccién debido al gradiente de concentraciéon en el fluido al contacto con el
sélido. La disminucién que se observa en las curvas de la concentracion de
polifenoles luego de los 3 minutos se debe a que ya el soluto se encuentra en

poca cantidad en la matriz solida por lo que disminuye el contacto son el



solvente, es decir la transferencia de los polifenoles desde el sélido hasta la fase

liquida.

La densidad del sdélido se obtuvo experimentalmente por triplicado a
temperatura ambiente dando un resultado de 1.36 g/ml con desviacion estandar
de 0.044, este valor se encontraba dentro del rango esperado (= 1.12 g/ml)
acorde a estudios previos de materias vegetales. Por otro lado, para la
viscosidad del extracto se obtuvo un valor de 10.83 cP, con desviacion de 0.58,

de igual manera se encontr6 dentro del rango esperado (1.46 — 11,60 cP).

Finalmente, con los parametros experimentales se realizd la validacion del
modelo matematico, con lo que se obtuvo que la concentracion mas alta de
polifenoles en ambos casos se dio a los 1.5 minutos de operacion, alcanzando
valores de 174.72 y 179.8 mg/L respectivamente. Al llegar al equilibrio, a partir
de los 10.50 minutos el modelado se vuelve constante, finalizando con
concentraciones de 231.04 mg/L y 218.58 mg/L. Los valores entre si son
cercanos, aunque presenta pequefas diferencias pero esto se debe a la

naturaleza experimental de las mediciones.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda llevar estudios de analisis estructural en el molino debido, con
la finalidad de brindar soluciones que vuelvan viable el uso del equipo, y se
pueda llevar en trabajos posteriores el escalado del proceso de la elaboracion

de la bebida nutracéutica en condiciones de seguridad 6ptimas.

Para el proceso de extraccion sélido-liquido incorporar en el digestor un agitador
mecanico para controlar este parametro con precision, ya que influye

directamente en la obtencion final del extracto.

Incorporar un controlador de temperatura en el digestor para evitar llegar a
valores altos que degraden la calidad de la materia prima seca, asi como influir

negativamente en la transferencia de materia en el proceso de extraccion.
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e Realizar un analisis de tamizado mediante el método diferencial usando una
configuracion de tamices en cascada con la serie completa de tamices para
obtener una mejor distribucion de particulas y por lo tanto disminuir el error al

determinar el tamafio de particula promedio en la mezcla de soélido.
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ANEXOS

ANEXO A.1 Resultados obtenidos en la prueba de la cuantificacion de

polifenoles mediante espectrofotometria en la fase liquida

Tiempo
[min]

0.000
1.500
3.000
4.500
6.000
7.500
9.000
10.500
12.000
13.500
15.000

Absorbancia

Lectural

0.000
0.347
0.424
0.420
0.425
0.395
0.420
0.456
0.430
0.443
0.439

Lectura 2

0.000
0.374
0.430
0.417
0.429
0.398
0.424
0.432
0.447
0.456
0.462

Lectura 3

0.000
0.325
0.422
0.416
0.414
0.386
0.420
0.450
0.439
0.432
0.466

Promedio Varianza

0.000
0.349
0.425
0.418
0.423
0.393
0.421
0.446
0.439
0.444
0.456

0.00E+00
6.02E-04
1.73E-05
4.33E-06
6.03E-05
3.90E-05
5.33E-06
1.56E-04
7.23E-05
1.44E-04
2.12E-04

Desviacion

__estandar

0.00E+00
2.45E-02
4.16E-03
2.08E-03
7.77E-03
6.24E-03
2.31E-03
1.25E-02
8.50E-03
1.20E-02
1.46E-02

Anexo A.2 Célculo de la curva de calibracién usando acido galico como

estandar.

Curva de calibracion en eq. de acido galico

ppm Lectural | Lectura2 | Llectura3 | Lecturad | Promedio
10 0.019 0025 0024 0026 0.024
20 0.043 0043 0.050 0.050 0.047
40 0.062 0.090 0.093 0.097 0.091
60 0.129 0.142 0135 0133 0.140
80 0173 0.205 0188 0162 0.182
150 0.304 0.301 0316 0328 0.312
175 0.355 0.355 0336 0.366 0.353
200 0.369 0332 0.381 0383 0.371




JL

3
#

36
3
39
40
41
4
8
4
45
4

Anexo A.3 Célculo de la concentracion de polifenoles experimental en la fase
liguida mediante espectrofotometria UV-Visible.

Extraccion en a fase liquida

Absorbancia Concentracion tiempo Concentracion | Modelo

Muestra lectural | Lectura2 | Lectura3 | Llectural | lectural | Lecturad | [min] | tiempo[s] | promedio [mg/L]

0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
1 0.347 0.374 0325 173.842 | 188.053 | 162.263 1.500 90.000 174,719 179.479
2 0.424 0.430 0422 | 214368 | 217.526 | 23316 | 3.000 180.000 215.070 211.587
3 0.420 0.417 0.416 212263 | 210684 | 210.158 4500 270.000 211.035 217.331
4 0.425 0.429 0414 214895 | 217.000 | 209.105 6.000 360.000 213.667 218.359
5 0.395 0.398 0.386 199.105 | 200.684 | 194.368 7.500 450.000 198.053 218.543
6 0.420 0.424 0420 | 212263 | 214368 | 212263 | 9.000 540.000 212.965 218.575
1 0.436 0.432 0.450 231211 | 218579 | 228053 | 10.500 630.000 225,947 218.581
8 0.430 0.447 0.439 27520 | 226474 | 222263 | 12.000 720.000 227,088 218.582
9 0.443 0.456 0.432 24368 | 231211 | 218579 | 13.500 810.000 24719 218.582
10 0.439 0.462 0466 | 222.263 | 234368 | 36474 | 15000 | 900.000 231,031 218,582

Anexo A.4 Célculo de la concentracion de polifenoles experimental en la fase
solido mediante espectrofotometria UV-Visible

Extraccion en la fase solida

Absorhancia Concentracion tiempo Concentracion | Modelo

Muestra | lectural | lectura2 | lectura3 = Lectural | Lectural | lectura3 | [min] | tiempo[s] | promedio [mg/L]
0 0.000 0000 | 0000 | 32238425 | 32238425 | 32238425 | 0.000 0.000 03845 | 30384
| 0.347 0374 0.325 8507.767 | 6577433 | 10080.631 | 1.500 90.000 8383.011 1829.254
3 0.420 0.417 0416 | 3288717 | 3503.198 | 3574.692 | 4.500 210,000 3455.536 2681.412
4 0.425 0.429 0414 | 2931247 | 2645.272 | 3717.680 | 6.000 360.000 3098.066 2541.604
5 0.395 0398 | 038 | 5076.063 | 4861581 | 5719.507 | 7.500 | 450.000 5219.050 2516.663
6 0.420 0424 | 0420 | 3288717 | 3002741 | 3288717 | 9.000 | 540.000 3193.392 2512.190
1 0.456 0.432 0450 | 714938 | 2430.791 | 1143901 | 10500 | 630.000 1429.871 2511.389
§ 0.430 0.447 0439 | 2573778 | 1358383 | 1930.334 | 12.000 | 720.000 1954.165 511,246
9 0.443 045 | 0432 | 1644358 | 714938 | 2430.791 | 13.500 | 810.000 1596.696 2511.219
10 0.439 0462 | 0466 | 1930.334 | 285.975 | 0.000 | 15.000 | 900.000 7138.710 2511.214




Anexo A.5 Célculo de la viscosidad en el extracto de la bebida nutracéutica.

ler ensayo | 2do ensayo | 3er ensayo
Temp. [°C] 31.500 31.900 30.500
Temp. media [°C] 31567
Viscosidad [cP] 11.500 10.600 10.400
Viscosidad media [cP] 10.833
Varianza 0.343333333
Desviacion estandar 0.585946528

Anexo A.6 Calculo de la densidad en el sdlido

ler ensayo | 2do ensayo | 3er ensayo
mo0 [g] 21.310 21.403 21.371
m1|[g] 31.219 3171 30.926
m2 [g] 33.226 33.779 32.923
m3 [g] 43.741 43.822 43.863
V [mL] 25 25 25
rho tola25°C [g,,"mL] 0.87 0.87 0.87
rho [g/mL] 1.343 1.331 1.413
rho media [g/mL] 1.363
Varianza 0.001963084
Desviacion estandar 0.044306701




