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Resumen
El desarrollo de bioproductos a base de algas ha surgido en la industria agricola como una
alternativa sostenible para reducir el uso de productos quimicos en los cultivos, ya que promueven
el crecimiento de las plantas y mejoran su resistencia a enfermedades. Los bioestimulantes liquidos
presentan una alta degradabilidad y altos costos de transporte, almacenamiento y energia para su
conservacion. Este estudio presenta el desarrollo un bioestimulante microencapsulado sélido
evaluando la presencia de los compuestos bioactivos y sus propiedades fisicoguimicas segun los
agentes encapsulantes empleados. Se determino que la mezcla de encapsulantes en proporcién 8:2
y concentracion del 25% en extracto retuvo 7121 mg/kg e.s. de polifenoles totales;y,16.40 mg/kg
e.s. de fitohormonas, mejoré la actividad antioxidante ademas de lograr porcentajes de humedad
y solubilidad del 3.5% y 22.3%. Finalmente, el proceso simulado a escala piloto confirmé su
rentabilidad con un valor actual neto de 399,000$, una tasa interna de retorno del 18% y un tiempo
de retorno de 5.5 afios, por lo que se concluye que aplicar técnicas de microencapsulacion a un
bioproducto preserva componentes bioactivos, alarga la vida Util bajo condiciones ambientales de
almacenamiento y es rentable. Por otra parte, el proyecto abre una brecha a futuras investigaciones

que induzcan a la mejora de la propuesta de disefio puesta en marcha.

Palabras Clave: Acanthophora spicifera, fitohormonas, polifenoles, microencapsulado y

liofilizacion



Abstract

The development of algae-based bioproducts has emerged in the agricultural industry as a
sustainable alternative to reduce the use of chemicals in crops, since they promote plant growth
and improve their resistance to diseases. Liquid biostimulants have a high degradability and high
transportation, storage, and energy costs for their conservation. This study presents the
development of a solid microencapsulated bioproduct evaluating the presence of bioactive
compounds and physicochemical properties according to the encapsulating agents. It was
determined that sample four with a mixture of encapsulants in 8:2 ratio and a 25% concentration
in extract retained 121 mg/kg e.s. of total polyphenols, 16.40 mg/kg e.s. of phytohormones,
improving the antioxidant activity in addition to achieving humidity and solubility percentages of
3.5% and 22.3%. Finally, the pilot-scale simulated process confirmed its profitability with a net
present value of $399,000, an internal rate of return of 18% and a payback time of 5.5 years. Thus,
it is concluded that applying microencapsulation techniques to a bioproduct preserves bioactive
components and extends shelf life under environmental storage conditions. On the other hand, the
project opens a path for future research that leads to the improvement of the design proposal
implemented.

Keywords: Acanthophora spicifera, phytohormones, polyphenols, microencapsulation, and

freeze-drying
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Capitulo 1



1.1 Introduccion

En el presente trabajo se explica la accion que ejerce un agente microencapsulante en el
desarrollo de un producto bioestimulante liofilizado a partir de la macroalga Acanthophora
spicifera. Este bioestimulante requiere no s6lo preservar la estabilidad sus compuestos bioactivos
como polifenoles, flavonoides y fitohormonas, sino también asegurar la calidad durante el
almacenamiento. En colaboracion con el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador
(CIBE) se busca abordar el control de la degradabilidad de estos componentes bioactivos
mediante procesos de microencapsulacion y liofilizacién. Ademas, de promover una préctica
sostenible que beneficie a las comunidades que albergan el cultivo de la macroalga ofreciendo

una alternativa rentable para su produccion.

1.2 Descripcion del Problema

En la Gltima década, el sector agricola ha experimentado una transformacién significativa
impulsada por la necesidad de cubrir la demanda alimentaria de la poblacién sin comprometer la
calidad de los productos (Gonzalez, 2022). Este desafio ha provocado el uso excesivo de
productos quimicos de origen sintético que afecta negativamente la fertilidad del suelo, la
biodiversidad y la salud humana (Food and Agriculture Organization of United Nations, 2023).
Ante esta situacion, surge la necesidad de desarrollar bioproductos de uso agricola como una
alternativa sostenible y amigable con el ambiente (Murillo et al., 2023;Parra, 2010).

Diversos estudios han comprobado la efectividad de bioproductos a base de extractos que
actian como bioestimulantes agricolas, por citar ejemplos, la literatura reporta que esta actividad
esta presente en los extractos polifenolicos de Picea abies, semillas de uva y maiz; y en los
extractos de macroalgas marinas como la Allium nodosumLa (L.) (Jasso et al., 2023; Espinosa et
al., 2020). Estos bioproductos ya sean liquidos o en polvo destacan por la capacidad de mejorar

el crecimiento y la resistencia de las plantas.



Sin embargo, estos bioproductos enfrentan desafios importantes como la degradacion
temprana de sus componentes bioactivos, con la consecuente degradacion, lo cual reduce su
efectividad y eleva los costos asociados con su almacenamiento y produccion (Salazar et al.,
2018).

En este sentido, los bioestimulantes a base de algas, dentro de su composicion quimica
incluyen la presencia de polifenoles, flavonoides y fitohormonas, estructuras que son
particularmente vulnerables a la oxidacion y a reacciones indeseables que comprometen la
estabilidad y calidad del producto (Martinez et al., 2015).

Por otro lado, el alto contenido de humedad (>80%, p/p) presente en la macroalgo, facilita
el crecimiento de microorganismos lo cual contribuye a la en la descomposicion del producto y la
pérdida de sus propiedades funcionales (Martinez et al., 2015). Este alto contenido de agua también
dificulta su manejo, almacenamiento y transporte, incrementando significativamente los costos
asociados (Napidérkowska et al., 2023).

Actualmente, El Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE) se
enfoca en el desarrollo de bioproductos con el objetivo de promover su aplicabilidad en los
diferentes sectores de la industria del paist. En colaboracion con el CIBE, Gavilanes y Titusunta
2023, desarrollaron en su tesis de pregrado, un bioestimulante liquido a partir del alga
Acanthophora spicifera. Por lo expresado, y para garantizar la estabilidad del producto, el
principal desafio radica en el disefio del formulado del bioestimulante liquido a un estado solido

para mejorar su estabilidad y rentabilidad.

1 Pagina Web del Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador,

http://www.cibe.espol.edu.ec/nosotros



http://www.cibe.espol.edu.ec/nosotros

1.3 Justificacion del Problema

La industria agricola ha mostrado un creciente interés en alternativas sostenibles para
reducir el uso de productos quimicos en los cultivos (Tilman et al., 2011). El desarrollo de
bioproductos ha surgido como la principal alternativa en numerosos estudios recientes (Calvo et
al., 2014). Entre estos bioproductos, los extractos de compost y vermicompost se destacan como
bioestimulantes eficaces, capaces de promover el crecimiento de las plantas y aumenta la
disponibilidad de nutrientes en el suelo, lo que subraya su potencial para fomentar practicas
agricolas mas sostenibles y eficientes (Madende & Hayes, 2020).

Los bioestimulantes ofrecen varias ventajas en comparacion con los fertilizantes
convencionales. Econémicamente, son mas rentables a largo plazo, ya que disminuyen la
necesidad de aplicaciones frecuentes y reducen los riesgos de lixiviacion y contaminacion del
agua (Guillen et al., 2019).Ademas, su impacto ambiental es considerablemente menor, pues no
introducen sustancias toxicas en el suelo ni en el ecosistema circundante debido a que esta hecho
comunmente a base de extractos de plantas (Food and Agriculture Organization of United
Nations, 2023).Como ejemplos de estos bioestimulantes se incluyen el quitosano, &cidos
hamicos, micorrizas y bacterias como Azospirillum y Bacillus, los cuales mejoran el crecimiento
y la resistencia de las plantas (Pichyangkura & Chadchawan, 2015).

Los derivados de algas marinas también son un ejemplo de bioestimulantes que destacan
especialmente por su contenido en componentes bioactivos como compuestos fendlicos,
fitohormonas y pigmentos fotosintéticos, que mejoran la resistencia de las plantas a
enfermedades y estrés ambiental (Valdez et al., 2023). Los extractos de algas marinas (EAM)
representan mas del 33% del mercado global de bioestimulantes vegetales, debido a su amplia
aceptacion en la agricultura como insumos ecologicos, biodegradables y seguros (Jasso-Cantu et

al., 2023). Evidencias cientificas han demostrado que los EAM estimulan el crecimiento y la



morfologia de las raices, mejoran el rendimiento de los cultivos y la calidad nutricional del
producto (Espinosa et al., 2020).

Sin embargo, a pesar de que en la industria ya existe la comercializacion de
bioestimulantes de origen organico, estos son liquidos. Este formato presenta ciertas desventajas
como la demanda de mayores espacios de almacenamiento, altos costos de transporte para su
comercializacion, exceso de consumo energético durante su almacenamiento y distribucion,
entre otras (Min et al., 2011). En este sentido, se convierte en una necesidad el desarrollo de
bioestimulantes solidos.

Es asi como las técnicas de secado, como la liofilizacién, se vuelve una etapa del proceso
a estudiar ya que ha demostrado éxito en reducir la degradacion y mejorar la estabilidad,
permitiendo asi mantener la eficacia del producto sin requerir condiciones de almacenamiento
intensivas, eso no elimina que sigue el producto teniendo un tiempo de vida atil limitado
(Laureanti et al., 2023). Por lo tanto, nos permite buscar técnicas complementarias que
garanticen la extensién del tiempo de vida atil del Bioproducto, la microencapsulacion es una
gran opcién (Parra, 2015).

En este sentido, los procesos como la microencapsulacion mediante liofilizacion han
mostrado éxito en el control de la degradacion y mejora de la estabilidad de los bioestimulantes,
permitiendo mantener su eficacia sin necesidad de estar expuestas a condiciones intensivas de

almacenamiento (Ramirez et al., 2015).

1.4  Objetivos
1.4.1 Objetivo general
Desarrollar un bioproducto microencapsulado solido a partir de Acanthophora spicifera mediante

procesos de liofilizacion para su potencial aplicacion como bioestimulante en el sector agricola.



1.4.2 Obijetivos especificos

1. Determinar el rendimiento de agentes microencapsulantes en un proceso de liofilizacién a
diferentes proporciones a través del disefio experimental factorial 3.

2. Analizar las propiedades fisicoquimicas y bioactivas como humedad, color, contenido de
polifenoles totales, fitohormonas y actividad antioxidante con respecto a la variacion de
encapsulantes mediante técnicas analiticas, espectroscdpicas y cromatograficas

3. Incorporar las etapas de encapsulacion y liofilizacion a la simulacion del proceso de
elaboracion del bioestimulante soélido para el andlisis tecnoeconémico del sistema

propuesto.

1.5 Marco tedrico
1.5.1 Acanthophora spicifera

Acanthophora spicifera, que por lo general se encuentra en ecosistemas marinos
tropicales, resalta por ser una especie invasora con presencia en el Océano Pacifico oriental. En
Ecuador existen zonas costeras como Ballenita y Palmar de la provincia de Santa Elena en las
que se encuentran a través de lineas de cultivo (Beltran & Vega, 2022). Su crecimiento es
favorable en diversos sustratos y en diversas condiciones de movimiento del agua, luz, salinidad
y temperatura, lo que facilita su propagacion.

Ademas, de en ecosistemas de manglares y en un amplio rango de salinidad (25-40 g/100
g de agua), aunque su produccién sostenible de biomasa en estos ecosistemas ain no se ha
estudiado (Da Silva, 2022). En la tabla 1 presenta las principales fitohormonas reportadas en la
tesis de Gavilanes & Titusunta, 2023) en diferentes extractos de la macroalga Acanthophora

spicifera. (Guillén, et al., 2022)



Tabla 1

Principales fitohormonas encontradas en extracto de Acanthophora Spicifera (Gavilanes &

Titusunta, 2023)

Origen Acanthophora Vietnamita (Guillén, et Trinidad y Tobago (Ali et al.,
spicifera al.,2022) 2022)
Fitohormonas Concentracién (ug g—1) Concentracién (ug g 1)
Auxinas - 23
Citoquininas 15.3 45
Giberelinas 15.7 33

En la tabla 2, se presenta diferentes compuestos de interés identificados y reportados en

la bibliografia en la macroalga Acanthophora spicifera, uno de ellos son las fitohormonas y

flavonoides con actividades antibacterianas, antitumorales, procoagulantes y antioxidantes.

También se han encontrado compuestos fendlicos con actividades anti proliferativas y
antioxidantes (Pereira et al., 2017).

Tabla 2

Recopilacion de los Componente Fenolicos que poseen las macroalgas Acanthophora

spicifera.(Gavilanes & Titusunta, 2023)

dihidroxilbenzoico

Compuesto Cantidad (mg) Fuente Referencias
Acanthophorin B 44
Acanthophorin A 5
Quercetina 45 Mar del Sur (Z(Zeng et al., 2001)
de China
Catequina 50
Acido Galico 0.02
Acido 0.01 India (Abirami & Kowsalya, 2017)




Acido cafeico 0.02
Acido p-cumarico 0.02
Catequina 0.249 Ecuador (Beltran & Vega, 2022)
15.1.1 Proceso de extraccion

Por lo general, los métodos de extraccion tradicionales consisten en pulverizar e hidratar
las algas repetidas veces, pasando por diferentes filtros hasta adquirir la textura y composicion
adecuada dependiendo de su uso final; estos métodos varian segun se utilice biomasa seca o
hdmeda (Shukla et al., 2019). Un gran ejemplo es la extraccion por digestion acuosa

En su trabajo de tesis Gavilanes y Titusunta 2023, llevaron a cabo el método de
extraccion por digestion para la obtencion de un aditivo nutracéutico. Su trabajo resume una
digestion de macroalga y agua en una proporcion de 0.25:10, calentando la mezcla a 43°C
durante 38 minutos con agitacion constante. Posteriormente, se filtro para separar la fase sélida
de la liquida (Gavilanes & Titusunta, 2023). Si embargo, también existen métodos mas

avanzados como la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) (Gonzélez, 2022).

1.5.2 Bioestimulante

Segun Gonzélez Jorge (2022), la definicion de bioestimulantes hace referencia a aquellos
materiales que en cantidades minimas aportan al crecimiento de las plantas, a la absorcién de
nutrientes, tolerancia al estrés abidtico, eficiencia de nutrientes y calidad del cultivo (Gonzélez,
2022). Sin embargo, es preciso recalcar que los bioestimulantes no son fertilizantes, ya que no
proporcionan nutrientes directamente a las plantas, pero pueden facilitar la adquisicion de
nutrientes al apoyar los procesos metabolicos en el suelo y las plantas (Madende & Hayes,

2020).



1521 Técnicas de cuantificacion de compuestos bioactivos
(composicion de los bioestimulante)

Cuantificar los componentes bioactivos como polifenoles, flavonoides, fitohormonas y su
actividad antioxidante en un Bioproducto es crucial para asegurar su eficacia y calidad (Pereira
etal., 2017). En primer lugar, medir los polifenoles permite evaluar su capacidad antioxidante y
su contribucidn a la salud general de las plantas. Asimismo, la cuantificacion de los flavonoides
ayuda a determinar su papel en la defensa contra el estrés oxidativo y las enfermedades (Li et al.,
2016). Ademas, cuantificar las fitohormonas es fundamental para verificar su influencia en el
crecimiento y desarrollo de las plantas. Por Gltimo, la actividad antioxidante permite medir la
capacidad del bioestimulante para neutralizar radicales libres y proteger a las plantas del estrés

oxidativo (Min et al., 2011).

1.5.3 Técnicas de secado

Las diferentes técnicas de secado se han convertido en una necesidad dada la importancia
de obtencion de bioproductos en fase solida. Esta necesidad esta sustentada en dos razones, la
primera es incrementar la viabilidad de los microorganismos y la otra es reducir los costos de
almacenaje y transportacion, aspecto muy importante para su comercializacion (Anias et al.,

2015).

1.5.3.1.1 Liofilizacion
La liofilizacion es un proceso de secado mediante sublimacion, desarrollado para

minimizar la pérdida de compuestos que aportan sabor y aroma en los alimentos, pérdidas que
son comunes en los métodos tradicionales de secado (Orrego, 2018). Este proceso tiene dos
pasos principales: primero, se congela el producto y luego se seca por sublimacion directa del

hielo bajo presion al vacio (figura 1).



Figura 1

Esquematizacion de las etapas de liofilizacion con respecto a las variables de presion y

temperatura. (Orrego, 2018)
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La liofilizacion permite proteger las sustancias oxidables y elimina entre el 95% y el
99,5% del agua, lo que garantiza una conservacion prolongada (Hosseinizand et al., 2018). Por
otra parte, este método minimiza la pérdida de sustancias quimicas volatiles y de nutrientes y
fragancias sensibles al calor. Ademas, previene cambios en las propiedades al inhibir el
crecimiento microbiano y la actividad enzimatica a bajas temperaturas (Roos, 2012). El
transporte y almacenamiento a temperaturas normales son factibles y el producto se reconstituye

rapidamente.

1.5.4 Microencapsulacion

La microencapsulacién es la accion de recubrir o atrapar un material puro o una mezcla
dentro de otro material para formar una capsula, cuyo tamafio varia entre 5y 300 micrones de
diametro (Napiorkowska et al., 2023b). EI material por proteger, llamado ndcleo, activo, fase

interna o carga (til, puede ser un liquido, un sélido o un gas (Martinez et al., 2015).

1541 Técnicas de la microencapsulacion

Por lo general, las técnicas de microencapsulacion se utilizan con el objetivo de reducir la
reactividad de los ingredientes activos con el ambiente, disminuir la tasa de transferencia del

material encapsulado al exterior, facilitar el manejo del producto modificando sus caracteristicas



fisicas, enmascarar aromas o0 sabores indeseables, y controlar la liberacion del ingrediente activo
de manera temporal o especifica (Martinez et al., 2015).

Entre las técnicas mas comunes de microencapsulacion se encuentran el secado por
atomizacion, emulsificacion, extrusion, liofilizacion y nanoparticulas y nanocapsulas (Fang &

Bhandari, 2017).

1542 Agentes encapsulantes

Los agentes encapsulantes utilizados en la microencapsulacion desempefian un papel
fundamental en la proteccion y entrega controlada de ingredientes activos en la industria
alimentaria (Fang & Bhandari, 2017). Entre estos agentes se encuentran, membranas de nylon,
quitosano, alginato, maltodextrina, gomas, almidon y carbohidratos (Parra, 2015).

En la tabla 3 se resume la informacion en contrada sobre los diferentes tipos de
encapsulantes.

Tabla 3

Encapsulantes mas comunes en el sector industrial y sus caracteristicas (Parra, 2015)

Tipos de Caracteristicas . . Aplicaciones
L Ventajas Desventajas
encapsulantes principales Comunes

Formacion de

Grasa lactea, . Sensibles a la .
o peliculas L Encapsulacion
- lecitinas, ceras, ; oxidacion, :
Lipidos . uniformes, . uniforme de
aceites - limitada : : i
, cubrimiento . ingredientes activos
hidrogenados . solubilidad
eficaz
Almidones, Ampliamente Sensibles a la Soporte para
Carbohidratos ~ maltodextrinas, disponibles, humedad, posible encapsulacién de
gomas versatilidad enmascaramiento  ingredientes activos
Caseinato de Buena Posibles Microencapsulacion
. sodio, proteina  emulsificacion, : de alimentos,
Proteinas - reacciones .
de lactosuero, solubilidad, . formacion de
. . - alérgicas, costosos .
gelatina biodegradabilidad peliculas

Segun Buljeta et al. (2022), los agentes detallados en la tabla 4 son los més utilizados
para la encapsulacion de polifenoles como flavonoides, en procesos de microencapsulacion por

liofilizacién.




Tabla 4

Agentes encapsulantes, propiedades y costos (Rios & Gil, 2021)

Agentes

Propiedades Costo
encapsulantes

Almiddén modificado  Posee propiedades de biodegradabilidad. Aplicado para
(AM) la microencapsulacion de sabores. 3.25 $/kg

Maltodextrina (MD)  Alta solubilidad, baja viscosidad, baja capacidad
emulsionante. 3.29 $/kg

Goma arédbica (GA)  Muy buen emulsionante, alta solubilidad, baja
viscosidad. 10.40 $/kg

1.5.4.2.1 Mezcla de Encapsulantes aplicadas

El uso de mezclas de encapsulantes en diferentes proporciones puede ofrecer un buen
balance entre costo y efectividad de microencapsulacion. En la tabla 5 se resumen algunas de las
investigaciones donde se emplea la mezcla de diferentes tipos de encapsulantes para la
microencapsulacion por liofilizacidn y sus principales hallazgos.

Tabla 5

Estudios de Encapsulantes Maltodextrina, Almidon y Goma Arabiga a diferentes proporciones.

. Técnica de ]
_Proporciones _ 5 Resultados Referencia
microencapsulantes  microencapsulacion
MD:GA - 1:1 %(p/p) Liofilizacion La maltodextrina al 100% (Ballesteros

MD al 100% preservd la mayor cantidad de etal., 2017)
' polifenoles y flavonoides totales,

AG al 100% y conservo el 73-86% de la

actividad  antioxidante presente

en el extracto original.

MD:GA - 1:1 (p/p) Liofilizacion La mezcla GA y MD exhibié un (Laureanti
aumento en laeficiencia de etal., 2023)
encapsulacion, de 93,28% a
98,33 %.

MD al 100% Liofilizacion. Se logra conservar un 88% del (Ramirez et
contenido de polifenoles luego de al., 2015)
un periodo de 200 dias
de almacenamiento.




Nota: * (MD: Maltodextrina. GA: Goma arabiga)

1.5.5 Disefio de experimentos:

El disefio de experimentos es una metodologia utilizada en la investigacion para
planificar, analizar e interpretar experimentos de manera controlada y sistematica. Su
importancia radica en la capacidad de identificar y cuantificar las causas y efectos de las
variables de interés, optimizando recursos y mejorando la validez de las conclusiones (Revelo &
Jiménez, 2022). El método factorial 3¥ es especialmente relevante en un disefio de experimentos
ya que permite estudiar el efecto simultdneo de K factores o variables de entrada del proceso,
cada uno con dos niveles (alto y bajo), proporcionando una comprension exhaustiva de las
interacciones entre factores y ayudando a identificar combinaciones 6ptimas de variables para

maximizar resultados deseados (A Fisher, 2011).

1.5.6 Simulador de Bioprocesos

Los simuladores para bioprocesos son herramientas vitales en biotecnologia ya que
permiten modelar y optimizar procesos complejos de manera virtual, reduciendo costos y tiempo
(Petrides et al., 1989). SuperPro Designer destaca en este campo, ofreciendo una plataforma
integral para el disefio, analisis y optimizacién de procesos biotecnolégicos. Su enfoque
especifico en bioprocesos y su integracion de aspectos econémicos y de sostenibilidad lo
diferencian de otros simuladores, brindando una visién completa del proceso industrial

(Hernéndez et al., 2021).



Capitulo 2



2. METODOLOGIA
La metodologia presentada en este capitulo estd desarrollada con la finalidad de cumplir con los
objetivos propuestos en el proyecto y se pueden dividir en 4 etapas:
e Obtencidn del extracto liquido de la macroalga Acanthophora spicifera
e Desarrollo del bioestimulante solido a través del disefio de experimento factorial 3k para
determinar el rendimiento de las diferentes proporciones de encapsulante
e Aplicacion de técnicas analiticas e instrumentales para la determinacion de propiedades
fisicoquimicos y de cuantificacion de componentes bioactivos
e Modificacion e incorporacion de las etapas de encapsulacién y liofilizado de la simulacién

para la generar el andlisis tecnoeconémico



Figura 2
Flujograma propuesto para disefio experimental y simulacion del proceso productivo de bioproducto sélido a base de algas
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2.1 Esquema de procesos

En funcion de trabajos previos y mediante una revision bibliogréfica descrita en el capitulo 1, se desarroll6 un diagrama de flujo

de proceso (PFD) para el desarrollo del bioestimulante solido a partir de la macroalga Acanthophora spicifera.

Figura 3

Diagrama de Flujo del proceso de elaboracién del bioestimulante sélido
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2.2 Obtencidn del extracto de Acanthophora spicifera

En esta seccidn se describe la primera etapa del proceso que fue la obtencion del extracto
de la macroalga y los procedimientos empleados seleccionados segun experiencias anteriores del

cliente y una minuciosa revision bibliogréfica.
2.2.1 Recoleccion del Alga Acanthophora spicifera

Esta etapa requiere de una preparacion y estudio previo de la zona geogréafica donde se
recolectd la macroalga, , la cual se llevo a cabo el dia 7/06/2024 a las 10:00 am en la provincia
de Santa Elena, playa ballenita (coordenadas: 2°12'24.6"S 80°52'51.8"W) y la supervision de un
nativo especialista. En la figura 4, se presenta el &rea superficial delimitada de Recoleccion de la
macroalga Acanthophora spicifera (940 m? ), y se considerd una distancia aproximada desde la
orilla de 220 m. Durante la recoleccidn se procurd que la toma sea de forma uniforme sobre el
area previamente mencionada como recomendacién de los expertos para no afectar la

reproducibilidad de la especie en la zona.

Figura 4

Area de Recoleccion de la macroalga Acanthophora spicifera
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Nota: Vista de la ubicacion de la playa “Ballenita”, Google Maps, 2024

2.2.2 Pretratamiento del alga

En funcion de las experiencias anteriores que ha tenido el CIBE, se establecié como parte
del protocolo hacer dos enjuagues (ver figura 5) In situ con agua destilada ya que el exceso de
salinidad propia del medio de la macroalga y los diferentes residuos del mar durante el traslado
puede llegar a alterar la calidad del extracto final (Mohee et al., 2015); y su posterior
almacenamiento en medianas porciones de la macroalga ya lavada en fundas zipper dentro de
una hielera con hielo y papel Kraft para su traslado y control de la cadena de frio que duré 2

horas aproximadamente.

Figura 5

Proceso de lavado y almacenamiento de la Acanthophora spicifera
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2.2.3 Secado

La etapa de secado de la biomasa algal es representan un alto costo operativo si no se
utiliza energia solar como medio de calentamiento del aire para el secado (Tiwari, 2016). Por lo
tanto, se decidid hacer uso del secado con energia solar este sistema no necesita de energia
eléctrica para su funcionamiento, y los materiales para su construccion son de facil acceso
(Roche et al., 2016).

El tiempo de total de secado fueron 4.5 dias (aproximadamente 108 horas), se utilizo un
secador de madera con 3 niveles de bandejas (ver figura 6) para disponer el material a secar. El
alga se distribuyo en las 3 bandejas con un peso total aproximado de 3.8 kg de Acanthophora

spicifera, ademas, el secador contaba con un techado para proteger a las algas de las condiciones



climaticas y de que recibiera la radiacién solar de manera directa. En cada bandeja se puso el
alga bajo una capa de gasa para favorecer el secado y evitar contaminacion por contacto con la

base de cada bandeja, de tipo malla de acero fino.

Figura 6

Sistema de secado aprovechando la energia solar.

Sistema de secado solar para la macroalga
Acanthophora spicifera

2.2.4 Extraccion

La extraccion de la macroalga se hizo a través del método de digestion acuosa, replicando
la proporcion de 200g de alga por 14 L de agua que menciona Gavilanes y Titusunta, 2023 en su
trabajo de titulacion para la obtencidn de un bioestimulante liquido (Gavilanes & Titusunta,
2023). La temperatura promedio fue de 58°C durante aproximadamente 3 horas con agitacion
constante, debido a que temperatura superiore podrian degradar el contenido bioactivo del alga
(Jasso-Cantu et al., 2023). El proceso fue llevado a cabo en un DIGESTOR del Laboratorio de
Operaciones Unitarias de la Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas, ESPOL.

Luego el extracto obtenido fue sometido a una filtracién casera para extraer el material
solido en exceso. Asi se embotellaron al final alrededor de 10 L en botellas azuladas de 700 mL
y guardadas en un congelador a -4°C, para ser utilizadas luego en el proceso de encapsulacion y
liofilizacion. Ademas, una muestra de este extracto también se uso6 para analizar contenido

bioactivo: fitohormonas, flavonoides, polifenoles y antioxidantes.



2.3 Disefio Experimental

En este apartado se describe desde el tipo de disefio experimental, la determinacion del
namero de experimentos, combinaciones necesarias, calidad del disefio y los procesos

involucrados en esta etapa del proyecto.

2.3.1 Factorial 3k

Para el disefio experimental se utiliza el disefio factorial completo 3¥, ampliamente
empleado en experimentos que involucran un nimero pequefio de factores o variables
independientes que afectan directamente al proceso (Bao, 2020). En este tipo de disefio, cada
factor adopta tres niveles y una réplica completa de experimentos requiere realizar 3
combinaciones.

Se emplea RStudio para determinar el nimero necesario de experimentos mediante el
disefio factorial completo 3¥, asi como también todas las combinaciones posibles de los niveles
de los factores y las interacciones. Para ello se emplea las funciones “expand. grid” y “model.

matrix” que son parte del paquete base de RStudio.

2.3.2 Microencapsulacion

2.3.2.1 Seleccion de factores y niveles

Para el encapsulado necesitamos de agentes encapsulantes y tal como se describe en el
marco teorico, se hizo una busqueda bibliografica de los mas comunes para la retencion de
contenido bioactivo. Los seleccionados fueron maltodextrina y goma arabiga ya que eran las que
en investigaciones anteriores dieron mejores resultados.

Por otro lado, para definir las diferentes proporciones a trabajar para cada uno de los
encapsulantes se tomo como referencia un estudio realizado por Ramirez et al., en el 2015 acerca
de la estabilidad de compuestos polifendlicos en extractos de origen vegetal durante su
liofilizacion. En este estudio se prueban concentraciones de encapsulante del 10, 20 y 30 %,
donde se observaron gque a medida que incrementaba la concentracion también lo hacia el

contenido polifendlico, sin embargo, este incremento se potenciaba de acuerdo con como variaba



las proporciones de los encapsulantes. Observandose que los mejores resultados fueron a mayor
concentracion y baja proporcion, y menor concentracion con alta proporcion, es asi como se

plantearon las condiciones de experimentacion para este proyecto descritas en la siguiente tabla.

Tabla 6

Seleccion de factores y niveles para el disefio experimental

Factores
1: Concentracion de 2: Proporcién encapsulante
Niveles encapsulante (%p/p) (MD: GA) * (%p/p)
-1 15 8:2
0 25 1:1
1 35 2:8

Nota: * (MD: Maltodextrina. GA: Goma arabiga)

2.3.2.2

La adicion del encapsulante a la muestra de extracto se lo hace mediante calentamiento y

Encapsulado

agitacion. La temperatura promedio fue de 35 a 45°C un rango que esta dentro de las temperaturas
de solubilidad tanto de la maltodextrina como de la goma arabiga. El tiempo de operacion oscila
entre los 25 - 50 min, la condicion de parada para la mezcla fue la presencia de solidos suspendidos,
una vez que se observaba ya que no habia solidos en suspension de encapsulantes, se detenia el
proceso.

Asi se prepararon 50mL de cada muestra que fueron distribuidas en volimenes de 10mL
en tubos de plasticos FALCON Yy cubiertas en la parte superior con papel Parafilm para empezar

el congelamiento como etapa previa a la liofilizacion.

2.3.3 Liofilizado

El proceso de liofilizado comienza con el congelamiento de las muestras. En funcion de
las referencias citadas en el marco teorico la fase previa a la liofilizacion era el congelamiento
por 48 horas a de -80°C (Orrego, 2008). Esta primera etapa es primordial ya que promovera un

largo o corto tiempo de secado para obtener un producto correctamente liofilizado, es decir



completamente seco. Ademas, los tubos FALCON deben congelarse de forma horizontal para
favorecer posteriormente un liofilizado uniforme.

Es asi como una vez cumplida la etapa de congelamiento, se proceden a liofilizar en el
laboratorio de Ecotoxicologia de la Facultad de Ciencias de la Vida, ESPOL. El liofilizador es de
la marca “THERMO FISHER”, este equipo cuenta con condiciones de operacion fijas -40°C y
300 mbar, las muestras son sometidas a un tiempo promedio de 4 dias para lograr obtener

muestras completamente liofilizadas.

2.3.3.1 Determinacion del rendimiento de la encapsulacion
Acabado el proceso de liofilizacion, se procede a pesar cada muestra liofilizada para

determinar el rendimiento del encapsulante mediante la ecuacion (2.1) y luego se almacena en un
recipiente complemente hermético la muestra y se mantiene al ambiente. Evitando ser expuesta a
altas condiciones de humedad y afectar la calidad del producto. Asi se obtienen las muestras
listas para los procesos de analisis fisicoquimicos.

Peso final de encapsulado
%R = TP
peso de sélidos incial + peso de encapsulantes

100 2.1)

2.4 Técnicas de Analisis fisicoquimicos

En esta seccion se describen los protocolos para determinar humedad y la solubilidad en

agua del bioproducto liofilizado.
2.4.1 Humedad

Para determinar la cantidad de humedad se emplea el método el método AOAC N°
934.06, (2000) para el cual se peso previamente la muestra y se calent6 en un horno a 100-105°C
durante un 2-3 horas. Se empled la ecuacion 1 para el célculo del contenido de humedad.

Peso inical — Peso final
%Humedad = Poso inicial X 100 (2.2)




2.4.2 Solubilidad en agua

Para el célculo de la solubilidad se emplea el método segun (Ceballos, Giraldo & Orrego, 2012).
Para ello se empled 1 g de muestra que se disperso en 100 mL de agua destilada (30 °C) y se
agitd en una centrifuga a 3000 rpm por 5 min. Una alicuota de 25 mL del sobrenadante se secd al
horno a 105 °C durante 5 h y se pesa. Se empled la ecuacién 2 para el célculo del % de
solubilidad.

Peso de los sélidos disueltos en el sobrenadante
%Syr0 = x 100 (2.3)
Peso de la muestra

2.5 Técnicas de Cuantificacion de componente bioactivos
Las técnicas descritas en esta seccion se seleccionaron segun los protocolos y

procedimientos del Centro de Investigacion Biotecnoldgica del Ecuador (CIBE).

2.5.1 Cuantificacién de componentes bioactivos por HPLC
La cuantificacion de fitohormonas y flavonoides se realiz6 por cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) marca Waters el cual se encuentra disponible en el laboratorio de

bioproductos y bioprocesos del CIBE.

25.1.1 Preparacion de muestras de extracto acuoso

Para la preparacion de muestras de extracto acusoso se utilizo la técnica descrita por
(Gavilanes & Titusunta, 2023). Para la preparacién de las muestras se tomaron 1.5 mL de
extracto usando una micropipeta y se introdujeron en cuatro tubos Eppendorf de 2 mL de
capacidad, después se centrifugaron en una microcentrifuga marca Jouan a 7600 rpm por 5
minutos para la separacion de particulas residuales presentes en el extracto acuoso. El
sobrenadante se extrajo con filtros de jeringa de nylon de 0.45 pum y se inyect6 1 mL de extracto
en viales para HPCL marca Agilent. Asi mismo se inyectd agua tipo HPLC junto con los viales

para que actle como un blanco.

2512 Preparacion de muestras liofilizadas

La preparacion de las muestras liofilizadas se realiz6 utilizando el procedimiento descrito

por (Luca et al., 2014). Se pesaron 100 mg de microcapsulas y se afiaden a 1 mL de una solucién



de etanol, &cido acético y agua (50:8:42, v/v). Se agito en un mezclador vortice durante 1 minuto
y luego se colocd en un ultrasonido (marca LABMAN )durante 20 minutos. Se coloca la mezcla
en tubos Eppendorf de 2 mL y se centrifuga (marca JOUAN A14 ) a 4000 rpm por 5 minutos.

Finalmente se filtra con filtros de jeringa de nylon de 0.45 pm.

25.1.3 Cuantificacion de fitohormonas
La cuantificacion de fitohormonas se realizé adaptando las condiciones de operacién

descritos por (Medina & Morales, 2022), las cuales se basan en protocolos establecidos por el
CIBE. El personal técnico calificado del CIBE llevo a cabo el andlisis utilizando un Arc HPLC
marca Waters; equipado con un inyector automatico, una bomba cuaternaria y una columna
marca Agilent C18 (4,6 x 150 mm, tamafio de particula 5 um).

Las fases mdviles que se utilizan para separar sustancias activas fueron acetonitrilo y
acido formico 0.1% en agua. El volumen de inyeccion la muestra fue de 10 pl. Mientras que el
caudal de inyeccion de la fase movil fue de 1 mL/min a una temperatura de columna de 25°C

(Medina & Morales, 2022).

2514 Cuantificacién de flavonoides

La cuantificacion de flavonoides se realizé adaptando las condiciones de operacion
descritos por (Romero & Cruz, 2023), las cuales se basan en protocolos establecidos por el
CIBE. Se llevo a cabo el andlisis utilizando un Arc HPLC marca Waters; equipado con un
inyector automatico, una bomba cuaternaria y una columna marca Agilent C18 (4,6 x 150 mm,
tamafo de particula 5 pm). Los datos se interpretaron utilizando el software Empower™ 3.

La fase movil se uso6 para separar las sustancias activas: (A) metanol y (B) tampon
dihidrogeno fosfato de potasio 5 mmol/I (20:80). Cuantificacién de actividad antioxidante. El
volumen de inyeccidn de la muestra fue de 20 pl. Mientras que el caudal de inyeccion de la fase

movil fue de 1 mL/min a una temperatura de columna de 38°C (Romero & Cruz, 2023).



2.5.2 Cuantificacion de componentes bioactivos por espectrofotometria

2521 Cuantificacion de Actividad antioxidante: 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical (DPPH)

Para la cuantificacion de actividad antioxidante se utilizé la técnica descrita por (Viteri et
al., 2022), en la que se utiliza una solucion de DPPH de 156 puM en metanol. Las muestras se
diluyeron con agua tipo | en proporciones de 1:0, 1:1y 1:4. En una placa se inyecto en cada
pocillo una mezcla de 50 pl de muestra diluida con 150 pl de solucién DPPH (156 M) con una
micropipeta, en total se realizo el analisis de la muestra por cuadruplicado. Se dejé reposar las
muestras a oscuridad por 30 minutos. Para el analisis se empled un lector de microplacas marca
Cytation™5, BioTek para medir la absorbancia de las muestras a 517 nm. Se utilizé una curva

de calibracién con Trolox (97%).

2.5.2.2 Cuantificacion de polifenoles totales
El contenido fendlico total se cuantificd segun el método de Folin-Ciocalteu (FC)

descrito por (Viteri et al., 2022). Se mezclaron 20 pl de muestra con 100 pl de reactivo FC (1:10
v/v) y 80 pl de una solucion de Na,COz (7.5%), se incubo durante 60 minutos a temperatura
ambiente y se midi6 la absorbancia de la solucién azul resultante a 760 nm en un lector de

microplacas marca Cytation™5, BioTek. Se utiliz6 una curva de calibracion con acido galico.

2.6 Simulacion
2.6.1 Registro de componentes

El proceso descrito a lo largo del capitulo tiene componente como maltodextrina y goma
arabiga que no estan definidos de manera oficial en la base de datos de “SuperPro Designer”. Por
lo tanto, se hecho uso del software ASPEN PROPERTIES V.12, para determinar las propiedades
termodinamicas y fisicoquimicas de la sustancia quimica de interés. Esto y la versatilidad del
simulador nos permitira registrar los componentes faltantes. En la tabla 7 se plantean las

propiedades principales que el simulador requiere para el registro de cualquier componente.



Tabla 7

Parametros requeridos para el registro de nuevos componentes en SuperPro Designer, (Zea, 2023).

Propiedades Especificacion
Peso Molecular Valor en [g/gmol]
Punto normal de ebullicion Valor en [°C]
Temperatura critica Valor en [°C]
Presion critica Valor en [bar]
Factor de Comprensibilidad Valor adimensional
Factor acéntrico Valor adimensional

Densidad p [%] =a + bT,T[K]

Capacidad calorifica de liquido/solido c [ J ]
Plgmol — k

=a+ bT +cT?+dT?3

+ eT*, T[K]

Capacidad calorifica de gases [ J ]
C,|———| =
gmol — k

a+ bT + cT? +dT3 + eT*, T[K]

Coeficientes de Antoine B
L psat h =A-—
og(P**[mmhg]) CHTTC

2.6.2 Suposiciones
Con la finalidad de cumplir con los grados de libertad y evitar la sobre especificacion ya
sea en equipos o procesos se plantean las siguientes suposiciones para efectos de la simulacion

del desarrollo del bioestimulante solido (Zea, 2023).

Tabla 8

Suposiciones previas a la simulacion

Proceso Suposicién




Alimentacion e Materia prima con humedad superior al 90%.

(Mohee et al., 2013)

Secado e Elaguaes el tnico compuesto volatil presente en la entrada.
e Se utiliza aire en exceso con humedad, temperatura y velocidad
constante.
e No hay pérdida de materia por la potencia del aire.

(Gavilanes & Titusunta, 2023)

Extraccion e No hay gradientes de temperatura y concentracion en el mezclado.
e No hay transferencia de energia con el ambiente.

(Zea, 2023)

Encapsulado e Mezcla perfecta (agitacion y temperatura constante)

e No hay pérdida de componente volatiles durante el calentamiento.

Liofilizado e Congelamiento uniforme

e Presion de la bomba de vacio constante

2.6.3 Validacion de la simulacién

En busca de verificar si el proceso simulado se ajusta con precisién al comportamiento del
real del procedimiento que se esta estudiando se procede con una etapa de validacion. Un proceso
de validacion aumenta la confianza de los resultados de la simulacién, genera confianza frente a
ensayo predictivos y aumenta su aplicabilidad.

Es asi como para este proyecto se han seleccionado dos variables de salida que serviran
como variables de verificacion que son la fitohormona kinetina y el flavonoide catequina. Se
compara las concentraciones (mg/ kg e.s.) en el producto final de la simulacion con los resultados

en el laboratorio a través de la siguiente formula.

CVsalida exp. CVsalida sim.

WE =

x100 (2.4)
CVsalida exp.



2.6.4 Criterios de Rentabilidad

26.4.1 Valor actual neto.

Conocido por sus siglas VAN es valor final de ganancia neta que se va a tener como
beneficio del proyecto, que indica si el proyecto es rentable (superior a cero) o no (inferior a cero).

Ademas, es el criterio de rentabilidad de mayor peso (Lledd, 2022).

van =M, B o, B
A1+ (1+i0)? 1+
BNn = Beneficio neto del periodo n (2.5)
| = Inversidn inicial
I = Tasa de descuento
2.6.4.2 Tasa interna de Retorno.

Es la tasa de descuento que iguala el VAN a cero, esta medida suele por lo general ser una
estandar por continente (Lledd, 2022). En América y el Caribe, la tasa de minima interna es del
12%, eso indica que los valores de la tasa interna de retorno deben apuntar a este valor como
referencia para estimar una rentabilidad (Vilas et al., 2020).

VAN = 0
(2.6)

2.6.4.3 Tiempo de retorno.
Es el tiempo en que el proyecto llega a su punto de equilibrio, es decir donde las ganancias

se igualan en valores al costo de inversion. Es decir que a partir de ese tiempo todas las entras
representarian ganancias, sin embargo, este valor debe ser proporcional al tiempo de vida del

proyecto (Lledo, 2022).

T
Z BN, =1
] 2.7)

T = ndmero de periodos necesarios para recuperar la inversion
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3. RESULTADOS Y ANALISIS
3.1 Obtencion de bioestimulante liquido
Como parte del alcance de este proyecto se determind la medicion de los parametros
fisicoquimicos del agua de mar donde fueron recolectadas las macroalgas. En la tabla 6 se
muestra ademas las mediciones para el agua de enjuague de especie marina. Parametros como
pH y temperatura sirven para estimar la influencia de su entorno en el aspecto fisioldgico,
nutrientes, metabolismo y tasa de crecimiento, que pueden servir como referencia para el estudio

del cultivo de esta especie y repetibilidad de este trabajo (du Jardin, 2015).

Tabla 6

Mediciones de parametros fisicoquimicos en el proceso de recoleccion de la Acanthophora spicifera

Pardmetros Recoleccion 1° Enjuague  2° Enjuague
Masa de algas (kg) 16.2 15.3 14.1
pH 8.18 7.14 7.13
Temperatura (°C) 27.9 29.6 29.7
Propiedades
o TDS* (ppt) 24.4 11.0 0.62
fisicoquimicas
del agua de mar Salinidad (ppt) 30.0 12.6 6.67
Conductividad 48.8 22.0 12.3
(mS/cm)

Nota: *Solidos totales disueltos.

Valores bajos en sélidos totales disueltos (TDS) con reducciones de 24.40 ppt a 0.62 ppt,
aseguran la remocién de minerales y material organico residual propio del medio de crecimiento
de la Acanthophora spicifera. Por otro lado, los enjuagues con agua destilada in situ permitieron
reducir la salinidad y conductividad del agua, sin alterar de forma significativa su composicion
quimica (Ramirez et al., 2015).

Finalmente, la medicion de los parametros antes descritos permite asegurar una correcta

recoleccion, lavado y transporte sin que el alga sufra alteraciones quimicas en su composicion o



se genere el crecimiento de bacterias que afecten luego la dificultad de su tratamiento y la

calidad de producto final (Anwar et al., 2018).

3.1.1 Secado

Para el proceso de secado se emplearon 3.8960 kg de alga himeda, las cuales se
distribuyeron en las diferentes bandejas acondicionadas en el secador solar, obteniendo un
rendimiento total de 0.181 kg de alga seca, en un tiempo de secado promedio de 4 dias (Tabla 7).
Las especies marinas como las macroalgas son caracteristicas por un contenido de agua superior
al 90%, de manera que una significativa reduccion en el peso del alga obtenida mediante el
secado al ambiente es el resultado que se espera al aplicar este tipo de técnica.

Por otra parte, cabe recalcar que se eligio este tipo de secado con el objetivo de reducir
los costos operativos, aprovechando esta fuente de energia gratuita y abundante (Roche et al.,

2016).

Tabla 7
Rendimiento del proceso de secado de la macroalga

Bandeja Masadealga ~Masadealga  9%Humedad 9%Humedad
hdmeda (kg) seca (kg) (bh) (bh) Referencia
1 1.4547
2 0.9704 0.181 05 92
3 1.5071

Implementar este tipo de técnicas simples y de bajo mantenimiento hace que esta técnica
de secado sea una alternativa econdmica accesible y viable para los pequefios productores o
comunidades de las zonas costeras, ya que por lo general son zonas con una atmosfera calida por
las altas temperaturas, pero también con presencia de viento en las noches (Tiwari, 2016).

Es importante mencionar que durante este proceso se debe tener control sobre el tiempo
de exposicion a la radiacion solar de las algas al ambiente, y, de asegurar que el secado se de por

medio de las corrientes de aire circundantes. De esta manera se minoriza la pérdida de



componentes termosensibles de interés presentes en el alga, al mismo tiempo que se evita estas
entren en un proceso de putrefaccion (Medina & Morales, 2022).

Por otro lado, los resultados en esta etapa del proceso coinciden con investigaciones
anteriores. Gavilanes y Titusunta en el 2023 reportan en su trabajo de investigacion una humedad
del 92% utilizando un secado al horno, lo que demuestra que el secado solar si bien consume
mas tiempo, sigue siendo eficiente en cuanto al uso de recursos y en resultados comparandolo

con tecnologias mas avanzadas.

3.1.2 Extraccion sélido-liquida

El proceso de extraccion solido-liquida es una etapa sencilla, donde los pardmetros que se
controlan son agitacion y temperatura. Considerando el tipo de materia vegetal, se establecio un
rango de temperatura 60 °C con la finalidad de favorecer el proceso de extraccion sin degradar el
contenido bioactivo del alga. La cantidad de agua utilizada fue de 12 L para la cantidad de alga
seca obtenida en la etapa anterior, lo que resulto en 10 L de extracto de Acanthophora spicifera.
Durante el proceso se estimé un total de 2 L de pérdida, de las cuales gran parte represente
material residual de alga himeda, mientras que las pérdidas por volatilidad dada la temperatura
de trabajo se consideran que fueron minimas.

El extracto fue almacenado en botellas oscuras para protegerlas de la exposicion de la luz,
y se cuantificaron la fitohormona: de la kinetina; flavonoides como p-cumarico y catequina; los

polifenoles totales y la actividad antioxidante cuyos resultados se muestran en la tabla 8.

Tabla 8
Cuantificacion de los ponentes bioactivos y actividad antioxidante del extracto acuoso

Bibliografia
Componente Bioactivos Extracto %;gig?uf‘ ('g\L/l g;fz’r o,
2023)
Catequina 10.62 11.45
Flavonoides (mg/,L_)
P ((";rgf[;co 5.87




Fitohormonas . 0.2645 0.20
Kinetina (mg/L)

Polifenoles (mg Acido Galico/L 23.90

Actividad antioxidante DPPH (mg

Trolox/L) Lt

La identificacion de compuestos como la fitohormona kinetina es un punto positivo dentro
del extracto, esta fitohormona es la encargada de regular el desarrollo y crecimiento de las plantas,
retardar su envejecimiento y mejorar la calidad del fruto (Min et al., 2011). Por otro lado,
flavonoides como p-cumarico y la catequina cuya caracteristica principal son sus propiedades
antioxidantes y de generan resistencia al estrés abiotico, mejoran su defensa y fortalecen su
estructura celular; algo similar aportan los polifenoles

En diferentes trabajos de investigacion reportados entre el 2022 y 2023 como muestra la
tabla 8, se encuentran resultados similares. La catequina tuvo mayor concentracion en
comparacion con este estudio mientras que en la fitohormona kinetina fue menor, probablemente
influenciado por las temporadas de recoleccién, en el caso de la Acanthophora spicifera en

invierno su composicién bioactiva es mas favorable (Cruz & Romero, 2023).

3.2 Disefio experimental

Con ayuda del software R y Rstudio se pudo definir el nimero de combinaciones para los
factores concentracion y proporcién en los 3 niveles definidos en el capitulo anterior. En la tabla
9 se muestra la cantidad de maltodextrina y goma arabiga para cada una de las combinaciones
obtenidas, las cuales se usan para la preparacion de la mezcla de encapsulantes que

posteriormente se diluye en un volumen de control de 10 mL.



Tabla 9

Cantidad de encapsulante para cada una de las combinaciones del disefio experimental

Muestras Encapsulante Proporcion Cantidad total de Cantida(_j de Cantid,ad_ de
(%) (M:G)*  encapsulante (g) maltodextrina (g) Goma arabiga (g)
1 0.35 1:1 3.85 1.93 1.93
2 0.25 1:1 2.75 1.38 1.38
3 0.35 2:8 3.85 0.77 3.08
4 0.15 8:2 1.65 1.32 0.33
5 0.25 8:2 2.75 2.20 0.55
6 0.15 2:8 1.65 0.33 1.32
7 0.15 1:1 1.65 0.83 0.83
8 0.25 2:8 2.75 0.55 2.20
9 0.35 8:2 3.85 3.08 0.77

Nota: * M:G, M= maltodextrina, G= goma arabiga

Durante la etapa de preparacion de las muestras, donde se emplean las cantidades
especificadas de encapsulantes obtenidos a partir del disefio experimental, se encontraron
particularidades como el tiempo de disolucion de los encapsulantes en el extracto acuoso.

Tomando en cuenta que se trabajo con una temperatura de mezcla en un rango de 40 a 55
°C, se observé que las muestras con mayor cantidad de goma arabiga tomaron mas tiempo en
diluirse que las muestras que se preparan con menor cantidad de este agente encapsulante. Esto
se debe a las caracteristicas propias de la goma arabiga, de ahi la importancia de generar mezclas
con otros agentes encapsulantes, como la maltodextrina, para obtener mejores resultados en el

proceso de disolucién de las muestras.

3.2.1 Rendimiento de Encapsulado

El rendimiento del proceso de microencapsulacion que comprende etapas de
encapsulacion y liofilizacion fue determinado empleando la ecuacion 2.1 descrita en la
metodologia, obteniendo resultados entre un 50 a 80 % de rendimiento entre las diferentes

muestras, con valores de desviaciones estandar bajos segun la tabla 10.



Tabla 10

Rendimiento del proceso de microencapsulacion

Muestras Rendimie_nto Rendimiento de m_icro
Promedio encapsulado promedio £ SD
1 0.527 0.527+0.009
2 0.771 0.771+0.064
3 0.634 0.634+0.029
4 0.769 0.769+0.028
5 0.778 0.778+0.053
6 0.398 0.398+0.033
7 0.817 0.817+0.081
8 0.649 0.649+0.037
9 0.613 0.613+0.143

Si se observa la tabla 10, la muestra 7 con proporcion 1:1 (%p/p) maltodextrina — goma
arabiga y concentracion 15% obtuvo el mayor rendimiento 81.7%. Comparando con la muestra 6
que tuvo el menor rendimiento 39.8 %, se observa que la Unica diferencia entre ambas fue la
proporcion de encapsulantes que se utilizo en la mezcla, ya que la muestra 6 también tiene una
concentracion del 15% de encapsulantes en extracto, pero se prepara con una proporcién 2:8
(%p/p) maltodextrina — goma arabiga.

De hecho, si nos fijamos en la muestra 4, con el mismo valor de concentracion, pero con
una proporcion 8:2 (%p/p) tenemos un rendimiento promedio de 76.9%, lo cual indica que el
rendimiento aumento al afiadir una mayor proporcion de maltodextrina a una concentracion de
15% de encapsulantes en extracto. Algo similar ocurre con las muestras con concentracion de
35% de encapsulantes en extracto. Un estudio similar realizé Orrego, Ramirez y Giraldo,
reportando mayores valores para rendimientos del 10-20 % extracto — encapsulante con
proporciones superiores al 80% de maltodextrina (Ramirez et al., 2015).

Las muestras que reflejan una tendencia mas clara son la 8, 2 y 5 con una concentracion
de 25% de encapsulantes en extracto, cuyos rendimientos son 64.9%, 77.1%, 77.8%,
respectivamente. Como se observa, los rendimientos se maximizan conforme la proporcién

maltodextrina aumenta.



De acuerdo con investigaciones previas, trabajos que se han realizado con los mismo
encapsulantes maltodextrina y goma arabiga en diferentes proporciones (1:2, 1:1, 2:1) pero con
diferente materia prima, alli reportan un rendimiento maximo de 64% con proporcion 2:1,
coincidiendo con los resultados antes descritos la favorabilidad que tiene el uso de mayor
proporcion de maltodextrina en esta mezcla de encapsulantes, maximizando asi el rendimiento el

proceso (Napiorkowska et al., 2023).

3.2.2 Analisis Fisicoquimicos

Como parte de las variables de salida del disefio experimental tenemos pardmetros como
humedad y solubilidad, ambas propiedades fisicoquimicas son de vital importancia para asegurar
la estabilidad y calidad del producto final (Luca et al., 2014). En la siguiente tabla se muestran

los resultados obtenidos para estos parametros.

Tabla 11
Resultados de los analisis fisicoquimicos del bioestimulante sélido
Humedad (% bh) +SD Solubilidad (%) +SD
Muestras Bioestimulante | Bibliografia Bioestimulante | Bibliografia
1 8.9+0.64 40 £ 0.63
2 9.5+0.19 31 +£0.63
3 891091 24 +1.43
4] 35+0.24 0.5-1.5 22 +0.67 15-20
5| 53<089 (’\('E?F;O“;%"ng‘)(a 22:0.85 | (Napiorkowska
6| 9.4+057 ” 29 +0.45 etal., 2023)
7 6.7 £1.96 22 £0.09
8 1.9+0.72 23+£0.17
9 3.4+0.17 21 +0.36

Los resultados de humedad de manera general son favorables, aunque algunos estan al
limite del objetivo propuesto. No se observa una tendencia clara en relacion con concentraciones
y proporciones de maltodextrina y goma arabiga. Muestras como la seis y cuatro comparten la
misma concentracion 15% pero con proporciones inversas de estos componentes.

Esto en realidad tiene sentido, la concentracion y proporcion de encapsulante no tienen

influencia significativa en humedad, que parecen estar ligados al proceso de secado, la



temperatura y tiempo de congelacion. Muestras como la uno, dos, tres y seis tuvieron dificultad
durante su secado debido a la disponibilidad del equipo mientras que muestras como la cinco,
cuatro y nueve siguieron el tiempo planificado.

Por otro lado, en cuanto a solubilidad se debe destacar muestras como la uno, dos y seis
que destacan justamente porgue su contenido de humedad es mayor. Este parametro es
importante para evidenciar la compatibilidad del producto con principal solvente del sector
agricola que es el agua, ya que eso permite aumentar la capacidad de disolucién de nutrientes y
compuestos bioactivos, ademas de permitir que se apliquen en diferentes formas como foliar,

riego, entre otros (Héctor-Ardisana et al., 2020).

3.2.3 Cuantificacién de componentes bioactivos

Para garantizar la aplicacion del bioproducto como bioestimulante dentro del sector
agricola es importante determinar la presencia de componentes bioactivos, como la fitohormona
kinetina, flavonoides totales, polifenoles totales y la actividad antioxidante. La caracterizacion
por HPLC del extracto acuosos de algas liofilizado demuestra la presencia de compuestos

bioactivos a diferentes cantidades, tal y como se muestra en la figura 7.

Figura 7

Cuantificacion de componentes bioactivos por HPLC: a) Fitohormona: Kinetina,y b) Flavonoides:
Catequina y p-cumatico
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Es importante conocer la presencia de estos compuestos bioactivo que aportan valor a
nuestro producto final, la fitohormona como la kinetina (grafica 2a ) es muy til para favorecer y
garantizar un buen desarrollo y crecimiento en las plantas mientras que los flavonoides (grafica
2a ) como la catequina y el p-cumarico gestionan un mejor ambiente de crecimiento y alivia el
estrés abidtico que viven las plantas en sectores agricolas donde muchas veces su suelo se ve
afectado por la variabilidad de las condiciones climaticas (Medina & Morales, 2022).

De hecho, la figura 8 muestra como los experimentos 4 y 9, resaltan en todas las pruebas
en HPLC con concentraciones de 16 mg/kg de extracto seco y 17 mg/kg de extracto seco en
fitohormonas, 655 mg/kg de extracto seco y 435 mg/kg de extracto seco en catequina y

finalmente 403 mg/kg de extracto seco y 382 mg/kg de extracto seco.

Figura 8

Cuantificacion de Componentes bioactivos por espectrofotometria: a) Polifenoles totales por Follin

Ciocalteu, y b) Actividad antioxidante por DPPH
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a) Polifenoles totales por Follin Ciocalteu

Antioxidante (mg Trolox/kg de extracto seco)
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b) Actividad antioxidantes por DPPH

Por otro lado, figura 8 evidencia por medio de la caracterizacion del extracto de algas
liofilizado por espectrofotometria, la presencia de compuestos con propiedades altamente
antioxidantes como los compuestos polifendlicos (grafica 3a ). Cabe resaltar que los polifenoles
fueron uno de los compuestos bioactivos que se encuentran en mayor concentracion, esto sucede
dado que la macroalga Acanthophora spicifera es una especie rica en componente antioxidantes.
Estos compuestos a pesar de ser sensibles a la salinidad, a la luz y a altas temperatura se lograron
conservar aplicando las técnicas de microencapsulacion, lo cual significa que se obtuvo un
bioestimulante solido con contenido de polifenoles capaz de ayudar a que los cultivos liberen un
poco su estrés abidtico lo que favorece la calidad en la cosecha (Jasso-Cantu et al., 2023).

Por otro lado, algo que llama la atencién son las concentraciones de la fitohormona
catequina, lo que nos lleva a considerar los puntos débiles del proceso que influyeron en este
resultado. En primera instancia, el método empleado para la preparacion de las disoluciones del
extracto seco, para los ensayos por HPLC y por espectrofotometria, presento dificultades ya que
las muestras inicialmente no reflejaban una lectura de bioactivos. En base a ello, se concluye que
los disolventes seleccionados y las cantidades empleadas fueron no fueron las correctas, y por
ende no permitieron la correcta lectura y cuantificacién de componentes bioactivos en los

equipos.



Por otra parte, como parte del disefio experimental, se realizé un analisis de correlacion
para nuestras variables de entrada y salida. La grafica 4 muestra el diagrama de correlaciones
realizado con los resultados tanto de los analisis fisicoquimicos como los resultados de

cuantificacion de compuestos bioactivos.

3.2.4 Estudio de Correlacion

A través de una mapa de correlaciones nos permite identificar el comportamiento entre
cada una de las variables de salida y, de entrada. Con ayuda de un indicador que va de -1 a +1
diferenciado a través de una paleta de colores de azul a rojo respectivamente, nos indican si la
interaccion entre dos variables es directamente proporcional (+1 rojo) o inversamente
proporcional (-1 azul ).

Por otra parte, como parte del disefio experimental, se realizd un analisis de correlacion
para nuestras variables de entrada y salida. La figura 9 muestra el diagrama de correlaciones
realizado con los resultados tanto de los andlisis fisicoquimicos como los resultados de

cuantificacion de compuestos bioactivos.

Figura 9
Mapa de correlaciones con los resultados del disefio experimental

1.00

Concentracion .

Proporcion -

0.75

. - 0.50
Flavonoides -

Kinetina .

Polifenoles Totales -

-0.25

- 0.00

Antioxidante - - —0.25

Humedad - —0.50

Solubilidad -
-0.75

mnet‘na .. .....
Polifenoles Totales - . ....

Froporcion .. ....

Antioxidante - ..

Concentracidn -



Este tipo de diagrama es muy Util porque nos permite ver la influencia de las variables de
entrada con las variables de salida. Es asi como nos muestra que el contenido de flavonoides,
kinetina y polifenoles totales con valor de correlacion positiva superior al 0.5 con respecto a la
proporcion de los encapsulantes lo que indica una relacion directamente proporcional. Todo
contrario sucede con la actividad antioxidante, humedad y solubilidad estas dado su valor negativo
de correlacion son inversamente proporcional a dicha variable de entrada. Por otro lado, con la
concentracion la Unica variable directamente proporcional es la solubilidad mientras que las demas
variables de salida poseen un valor de correlacion negativa.

Finalmente, es importante recalcar que se ha identificado tanto en el bioestimulante solido
como el bioestimulante liquido los mismos compuestos bioactivos predominantes como la

fitohormona kinetina y polifenoles totales lo que de agrega valor a nuestro proceso.

3.3 Simulacién
3.3.1 Simulacidn de escala piloto

Con la finalidad de conocer el proceso a escala piloto se logr6 simular cada una de las
etapas basadas en el procedimiento a escala laboratorio descrito ya en la metodologia. El proceso
comienza con la entrada del alga, agua, fitohormonas y flavonoides mezclandose en el MIX-101,
con un flujo de 3896 g/batch con respecto a la escala piloto.

Posteriormente la mezcla de materias primas se seca en el secador solar de bandejas (TDR-
101), durante 4 dias a 31°C reduciendo el contenido de humedad hasta un 5%. Después del secado
el alga pasa por un molino GR-101 como preparacion previa a la etapa de extraccion. Al extractor
SMSX-101 ingresan 181 g/batch de alga y 12 L/batch de agua a condiciones ambientales,
siguiendo la relacion 1:70 solido-liquido. Dentro del extractor, la mezcla de alimentacion de
materias primas y agua se agita y se calienta hasta 50°C. Al final de la operacion, se obtuvieron
10 L/batch de bioestimulante. Luego, pasa por el filtro NFD-101 para la retencion de particulas de

alga sobrantes, para entrar en conjunto con los encapsulantes al proceso de microencapsulacion



(R-101), finalmente son envasados (FL-101) para iniciar el proceso de secado por liofilizacién
(DFR-101) y asi se obtiene el bioestimulante solido.

Sin embargo, si queremos simular un proceso mas apegado a sector industrial realmente el
proceso de liofilizacion discreto usado en la simulacién a escala piloto no es el mas comun (du
Jardin, 2015). Es asi como para efecto del analisis tecno econdmico se procedié a cambiar el
equipo liofilizador por un liofilizador por bandejas que es el tipico equipo utilizado dentro de la

industria, simulando asi en la siguiente seccion el proceso a escala industrial.



Figura 10

Simulacidn de la produccion del bioestimulante sélido a escala piloto
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3.3.2 Simulacién de escala industrial

Figura 11
Simulacién de proceso de produccion de bioestimulante sélido a escala industrial
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Este proceso a escala industrial solo se diferencia de la escala piloto por el tipo de
liofilizador. El liofilizador tipo bandejas es muy similar en forma al equipo de secador tradicional
por bandejas solo que cambian el agente de transferencia por concepto fisicoquimico de cada
proceso (Rey & May, n.d.).

En la simulacion a escala industrial el proceso inicia con la mezcla de alga, agua,
fitohormonas y flavonoides en el equipo M1X-101, con un flujo de 77 kg/batch. Luego, la mezcla
se seca durante 4 dias a 31°C en el secador solar TDR-101, reduciendo la humedad al 5%. Tras el
secado, el alga se muele en el GR-101 y 3.61 kg/batch pasan al extractor SMSX-101 junto con
5101 L de agua. La mezcla se agita y calienta a 50°C, obteniéndose 3463 L de bioestimulante.
Este pasa por el filtro NFD-101 para eliminar residuos de alga, y junto con los encapsulantes, se
somete a microencapsulacion en el R-101. Finalmente, se envasa y liofiliza en el DFR-101,
obteniendo 150 kg/batch de bioestimulante sélido. En la tabla 12 se muestran las principales

especificaciones de cada uno de los equipos utilizados en el proceso antes descrito.

Tabla 12

Especificaciones de los equipos de la simulacion a escala industrial

Equipo Especificaciones
Temperatura final de
TDR-101 Tiempo de secado (dias) solido
4 31
GR-101 Presion Operacion (bar) Tiempo de operacion
1.013 60
Temperatura | Tiempo de ?i/ee:aoﬂgg?én Tiempo de
SMSX-101 | (°C) mezclado (h) g decantacion
(rpm)
55 3 250 15
NED-101 Removido Tiempo de Operacion
10 30
Velocidad de
R-101 Temperatura | agitacién Tiempo de | Proporcién
) (°C) (rpm) Operacion | (%p/p)
45 300 30 8:2
ED-101 Presion de \1a0|o (mbar) Tiempo dzssecado (h)
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Luego para efectos de validar los resultados de la simulacion, se ha tomado como
referencias los valores de concentracion en unidades de mg/kg de extracto seco para la fitohormona
kinetina y el flavonoide catequina tanto de la simulacion como de la parte experimental, las cuales

se muestran en la tabla 13.

Tabla 13
Validacion del caso de simulacion para el proceso de obtencion del bioestimulante

Concentracion (mg/kg ext. Seco)

Componente | Simulacion Laboratorio %Error
Catequina 0.6094 0.6548 6.938
Kinetina 0.0150 0.0164 8.550

Se observan porcentajes de error menos al 10 %, lo que garantizan resultados confiables
del proceso, sin embargo, considerar que estos valores de error pueden deberse principalmente a
la caracterizacion de los componentes bioactivos en el simulador. Si bien se ha tomado como
referencia las propiedades determinadas por investigaciones anteriores llevadas a cabo en el CIBE,
aun en ellos hacen mencién que se podria ajustar mediante estudios termodindmicos dada la
variabilidad que tienen estos compuestos de acuerdo con la zona de origen de la materia prima y
su etapa de recoleccion, ademas de ciertas especificaciones importante que el simulador no permite

configurar en equipos como el liofilizador, una etapa de alta significancia dentro del proceso.

3.3.3 Proyeccion tecnoeconémico; Escala Industrial

En temas econdmicos es importante conocer los costos operativos relacionados a la
puesta en marcha del proceso. En la tabla 14 se resumen los equipos principales del proceso y
costo dentro del mercado. Sin embargo, considerando otros gastos como instrumentacion,
electricidad, utilidades, entre otros se llega a la suma total de 311,000$ del costo directo total de

la planta con un valor inicial de inversion de 580.000%



Tabla 14

Costo de los equipos de operacién para la escala industrial

Equipo Unidades Costo

M-101 1 $ 1,000.00
GR-101 1 $ 1,500.00
SMSX- 101 1 $ 14,000.00
NFD-101 3 $ 6,000.00
R-101 1 $ 5,000.00
FD-101 6 $ 48,000.00
Instalaciones y otros $ 28,000.00

Nota: Véase Apéndice C para detalles de las especificaciones consideradas por equipo

Con la finalidad de estimar criterios de rentabilidad de decidié por definir un precio para
el bioestimulante s6lido microencapsulado que pueda competir dentro del mercado. Se ha hecho
una revision de producto similares dentro del mercado nacional, donde se encontrd que no existe
una gran variedad de producto similares para el sector agricola, sin embargo, encontramos
bioestimulante liquidos a base de algas que se ofrecen en la tienda virtual “La Hectarea™? en
rangos de 203$ a 25ws$ el litro. Considerando que nuestro producto es so6lido, no contiene
conservantes y ademas tiene contenido bioactivo se ha definido un precio dentro del mercado de
35%/kg.

Para evaluar si el proyecto es viable, se calcularon parametros como valor actual neta
(VAN), la tasa interna de retorno (TIR) y tiempo de retorno (PBP) con ayuda de mismo
simulador SuperPro Designer. Criterios como la tasa de descuento establecido para el ecuador

segun el CEPAL del 12% fue considerada para la generacion del informe.

Tabla 15
Criterios de rentabilidad de la produccion del bioestimulante solido
Paradmetros Valor
VAN (%) 474,000
TIR (%) 15
PBP (afios) 6.3

2 pagina web: https:/lahectarea.com.ec/



https://lahectarea.com.ec/

Es asi como la tabla 15 muestra los indices economicos como el valor actual neto (VAN)
cuyo valor es positivo, esto indica que la construccion y puesta en marcha de la planta simulada
contendré beneficios de rentabilidad. Por otro lado, otro criterio de gran importancia es la tasa
interna de retorno (TIR) fue de 15% un valor superior a la tasa de descuento en Ecuador,
indicando que el proyecto podréa cubrir el costo capital y un rendimiento adicional.

Finalmente, el criterio de tiempo de retorno resultd de 6.3 afios para una proyeccion de
tiempo de vida de 15 afios, es decir que en ese tiempo se espera recuperar los fondos gastados y
alcanzar el equilibrio para posteriormente luego de haber pasado el 42% el tiempo de vida util

comenzar a contabilizar ganancias netas.
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4.1 Conclusiones y recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

Mediante el disefio de experimento factorial se determino el nimero de combinaciones
necesarias para estudiar variables como concentracion extracto — encapsulante y
proporcion de maltodextrina - goma arabiga. De esta forma en funcién de los resultados
obtenido en el rendimiento se seleccionaron las muestras 2, 4, 6 y 7 las de mayor valor,
sin embargo, fue la muestra 4 con concentracion del 15% y proporcién 8:2 (%p/p) de los
encapsulantes la seleccionada debido a los resultados obtenidos en la cuantificacion de
componentes bioactivos.

La muestra 4 evidencid poseer las mas altas concentraciones de compuestos bioactivos
Kinetina (16 mg/kg e.s.), p-cumarico (403 mg/kg e.s) y catequina (655 mg/kg e.s);
polifenoles totales (7121 mg/kg e.s.) y actividad antioxidante DPPH (198 mg/kg e.s.).

La cuantificacion de estos componentes garantiza el aporte del producto al desarrollo y
crecimiento de las plantas, alivianando el estrés abidtico, mejorando la calidad del suelo y
del fruto.

El porcentaje del 3.5% de humedad y del 22.3% de solubilidad del extracto
microencapsulado garantizan un almacenamiento seguro al ambiente y fécil uso.

A través de un analisis tecnoecondmico, se definio que el precio del bioestimulante de
35$% por kg, obteniendo un valor actual neto de 474,000$, una tasa interna de retorno de

15% y un tiempo de retorno de 6.3 afios. Lo que genera una alta expectativa a la
propuesta pues los resultados en los criterios de rentabilidad confirman los beneficios y/o

ganancias de su implementacion.



4.1.2 Recomendaciones

Para futuros trabajos, se recomienda estudiar otros encapsulantes o en su defecto, variar
parametros de concentracion y proporcién para lograr una mayor conservacion de
fitohormonas en el Bioproducto, de tal manera que se logre brindar un mayor rango de
aplicabilidad dentro del sector agricola.

Por otro lado, aportaria un gran valor estudiar dentro de un disefio de experimento las
condiciones de operacion del secado por liofilizacion. Dadas las limitaciones en cuanto al
equipo empleado en este proyecto, seria recomendable estudiar en trabajos futuros la
influencia de temperatura y presion de secado, asi como el proceso de congelamiento
sobre el producto final.

Una vez demostrada la presencia de compuestos bioactivos en el bioestimulante sélido,
es importante llevar a cabo un estudio sobre su aplicabilidad y dosificacion en cultivos.
Es decir, determinar de la dosis efectiva de acuerdo con el tipo de cultivo, especialmente
sobre aquellos que dominan el sector agricola en el Ecuador tal y como son el banano,

arroz, maiz, pitahaya entre otros.
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APENDICES A: Simulacién en Rstudio

Codigo en RStudio del disefio experimental 3K

# Definir los niveles de los factores

levels <- list(Factorl = c(-1, 0, 1), Factor2 = ¢(-1, 0, 1))
# Generar el disefio factorial completo

design <- expand.grid(levels)

# Mostrar las combinaciones de los experimentos
cat("Combinaciones de los experimentos:\n™)

print(design)

Resultados del codigo: el nimero necesario de experimentos mediante el disefio factorial

completo 3X y las combinaciones posibles de los niveles de los factores.

= # Definir los niveles de los factores
> levels <- list(Factorl = c(-1, 0, 1), Factor2 = c{-1, 0, 1))
> # Generar el disefio factorial completo
= design <- expand.grid{levels)
= # Mostrar las combinaciones de los experimentos
= cat("combinaciones de los experimentos:in™)
combinaciones de los experimentos:
= print(design)

Factorl Factor2

-1 -1

0 -1
1 -1

[T RN . R S VVRY
= o
HEREOoOoO



APENDICES B: Escala Piloto

Recoleccion materia prima — Ballenita

Secador de bandeja solar




Secado de materia prima: alga Acanthophora spicifera

Digestor del Laboratorio de Operaciones Unitarias utilizado para la extraccion solido-

liquido, a escala piloto




Preparacion de extracto acuoso microencapsulado con maltodextrina y goma arébiga

Nota: Se prepararon nueve muestras con las cantidades de encapsulantes especificadas en la tabla

9 en 50 mL de extracto acuoso de algas.

a) Extracto acuoso de algas. b) Mezcla de encapsulantes en extracto acuoso. ¢) Muestra de 50 mL
de extracto acusos microencapsulado.



Almacenamiento de las muestras de extracto acuoso microencapsulado en viales de 10 mL
en el congelador del laboratorio del Centro de Biotecnologia

Liofilizacion de las muestras de extracto acuosos encapsulado en el laboratorio de

Ecotoxicologia




Muestra de extarcto micoencapculado seco

Botellas ambar de 25 mL para almacenar el extracto liofilizado

N




Ensayos para medir humedad y solubilidad del extracto microencapsulado seco en el

laboratorio de Termodinamica

b)
Nota: a) Ensayo DPPH para la cuantificacion de actividad antioxidante. b) Equipo lector de

microplacas empleado para la cuantificacion de actividad antioxidante y polifenoles totales

por espectrofotometria.



APENDICE C: Especificaciones de Equipos en el Mercado

Los precios descritos en el capitulo 3 fueron seleccionados de acuerdo con las siguiente

especificaciones:

Equipo Especificaciones
TDR-101 Capacidad (Ton/h) Motor (kW)
0.8-2.5 3-4
GR-101 Capacidad (kg/h) Voltaje (V)
40 110-240
: Prensa Interior
SMSX-101 Capacidad (L) | Prensa(Mpa) | Vapor (kg/h) (Mpa)
10000 0.2-0.8 285-1140 0.09
NED-101 Tipo Presion max (Bar)
Duplex 10
Rendimiento . Velocidad
R-101 (L/h) Motor (kW) Capacidad (R/min)
5000 3-5.5 1000-5000 32-2000
Capacidad de
- Temperatura Numero de .
Evaporacién o : Potencia (Kw)
FD-101 (kg/h) (°C) bandejas
5 -70- 90 40 65
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