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RESUMEN

Stevia rebaudiana Bertoni es una planta originaria de Paraguay productora de
glicésidos de tipo diterpenoides, los cuales son considerados 300 veces mas
dulce que la sacarosa y su aporte energético es bajo, ademas de presentar
muchas otras propiedades médicas. Debido a las ventajas que ofrece la Stevia,
este proyecto se planteé con el propdsito de optimizar el proceso de extraccion
de los compuestos dulces en un digestor empleando un disefio factorial
experimental. Dentro de las operaciones unitarias aplicadas se encuentran:
remocién de grasas y aceite del material vegetal, extraccién solido-liquido,
precipitacion con sales, clarificacion por solventes, sedimentacion vy
microfiltracion. Para identificar y cuantificar los glicésidos en los diferentes
procesos se realizaron andlisis de azucares indirectos (° Brix), espectroscopicos
y cromatograficos (HPLC). A partir del andlisis del disefio factorial se logré
determinar los valores de los parametros medidos que dan una respuesta
Optima en la concentracion de glicosidos y ademas, se evalud el porcentaje de

clarificacion de los dos métodos de purificacion descartando el menos eficiente.

Palabras claves: glicésidos, digestion, esteviosido, rebaudiésido A, °Brix.
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CAPITULO 1. GENERALIDADES

Antecedentes

Tradicionalmente en la industria se utiliza el azlcar como agente
dulcificante, sin embargo cada vez hay mas demanda por otros
edulcorantes debido a los problemas de salud ocasionados por la ingesta
excesiva (1), lo que contribuye al aumento de la densidad de energia de
los alimentos, asociacion con el aumento de peso, y su relacion directa en

la diabetes (2).

Las dietas altas en grasa y en altos niveles de sacarosa (50% glucosa y
50% fructosa), son culpables de la creciente obesidad y problemas de

salud relacionados con la  Diabetes mellitus tipo2, enfermedades
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cardiovasculares, la hipertension y ciertos tipos de cancer (3). Como
resultado de las diversas condiciones de salud negativas asociadas a la
ingesta de azlcar, aparece una nueva alternativa; los edulcorantes no

nutritivos.

En la dltima década el consumo de alimentos y bebidas que contienen

estos edulcorantes no nutritivos ha aumentado dramaticamente.

El sustituir el azicar por edulcorantes bajos en calorias puede ser una
estrategia eficaz para el control de peso y para evitar distintos problemas
de salud, sin embargo el uso de edulcorantes artificiales ha sido objeto de
polémicas en lo que respecta a su seguridad a largo plazo o al uso
excesivo (4). Desde su descubrimiento e introduccion en el mercado, se
ha producido un gran debate sobre las ventajas y desventajas de salud

de los mismos.

La primera evidencia de problemas de salud relacionados con
edulcorantes artificiales fue observada por la FDA antes de que se
prohibiera un sustituto del azlUcar de uso comun conocido como el

ciclamato en el afio 1970, que fue considerado inapropiado para el
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consumo por sus efectos cancerigenos evidenciados a través de muchos
estudios con animales (5); debido a esto cada vez mas personas tienen
atraccion hacia los recursos de fuentes naturales, como los llamados
edulcorantes naturales que son una buena alternativa para sustituir la

sacarosa (6).

Stevia, el nombre comun para el extracto de estevidsido de las hojas de
Stevia rebaudiana Bertoni, ha ganado mucha atencion ya que es natural,
de sabor dulce y libre de calorias, que puede ser utilizado como un

sustituto del aziicar o como una alternativa a los edulcorantes artificiales

(7).

Se reporta que la Stevia aumenta la sensibilidad a la insulina en modelos
de roedores (7), presenta efectos beneficiosos en la glucosa en sangre y
mantiene los niveles de insulina en estudios de humanos (8) (9), lo que
sugiere que este extracto puede tener un papel importante en la
regulacion de la ingesta de alimentos. Las personas diabéticas con
hiperglucemia pueden utilizar los glicésidos de esteviol extraidos de las

hojas de Stevia como un edulcorante alternativo, ya que regula el nivel de
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glucosa en sangre mediante la estimulacién de la secrecion de insulina

(10).

Este edulcorante natural no presentd efectos secundarios negativos (11),
lo que la hace segura para el consumo humano. Recientemente fue
aprobada para su uso como edulcorante por Joint Food and Agriculture
Organization/ World Health Organization Expert Committee on Food

Additives y por GRAS de la Administracion de Alimentos y Drogas (12).

Por lo anterior descrito y ante la necesidad de establecer las condiciones
Optimas en la extraccion de glicésidos en un digestor, las cuales las

referencias no lo han descrito se propone el presente tema de tesis.

No se han reportado estudios describiendo la extraccion sin la utilizacion
de solventes orgénicos, es por esto que la intencion de este trabajo es
desarrollar un proceso de extraccién acuosa controlando variables como:
temperatura, tamafo de particula y relacion hoja/solvente; con la finalidad
de optimizar el proceso y mantener un buen estado de salud, potenciando
la calidad de la dieta, en caso de utilizar el presente proceso en la

elaboracion de un producto.
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Planteamiento del problema

La economia ecuatoriana se ha caracterizado por ser proveedora de
materias primas en el mercado internacional y al mismo tiempo
importadora de bienes y servicios de mayor valor agregado. Los
constantes e imprevistos cambios en los precios internacionales de las
materias primas, asi como su creciente diferencia frente a los precios de
los productos de mayor valor agregado y alta tecnologia, han colocado a
la economia ecuatoriana en una situacion de intercambio desigual sujeta

a los vaivenes del mercado mundial (13).

La Figura 1.1, muestra la magnitud de las exportaciones de materias
primas en relacion a los productos basicos que el ecuador provee al

mercado internacional.
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Figura 1.1. Exportaciones primarias como porcentaje del total de las
ventas externas.

Fuente: Senplades, 2012
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Haciendo un andlisis de la informacién mostrada en la Figura 1.1, se
evidencia que en el Ecuador las materias primas han alcanzado un
promedio del 82% en exportaciones hasta el 2011, esta actividad afecta
al sector productivo debido a que la materia prima exportada no es

aprovechada dentro de un sistema de produccién nacional.

De igual forma al Ecuador han ingresado diversas especies de plantas
para ser producidas en grandes cantidades debido a su valor en el
mercado internacional, como es el caso de la Stevia rebaudiana Bertoni

que es usada por la compafiia COCA-COLA.L

En Ecuador existen importantes plantaciones de Stevia rebaudiana
Bertoni, en provincias como: Carchi, Pichincha, Santo Domingo de los
Tsachilas, Sucumbios, Orellana, Santa Elena, Manabi, Loja, Zamora y
Guayas con importante potencial de produccién, el cual se encuentra

mayormente destinada a la exportacion (14).

Ademas de su potencial de uso, los cultivos tienen la ventaja de que en

una hectarea se pueden sembrar hasta 80000 plantas de Stevia con

1 M.G. (5 de noviembre de 2014). En El uso de Stevia en refrescos de Coca Cola y Pepsi abre
un debate alimentario. Recuperado de: http://noticias.lainformacion.com/salud/el-uso-de-stevia-
en-refrescos-de-coca-cola-y -pepsi-abre-un-debate-alimentario_SY fiGGbNfG8HmM7WCDI Zto5/
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rendimiento de 1000 kilos en la primera cosecha y hasta 2000 kilos en las
cosechas subsiguientes hasta tres cosechas al afio. La Stevia tiene un

periodo de desarrollo de 3 meses aproximadamente (15).

Dadas estas caracteristicas se puede afirmar que la produccién es buena
en relacion al peso producido por cosecha, pero la realidad es que de la
producciéon generada, el 95% esta destinada a exportacion como materia
prima, mientras que el 5% restante se destina a la comercializacion de:
hojas de Stevia deshidratada, ejemplares con fines reproductivos y
productos naturales elaborados artesanalmente en presentaciones como:

cajas de infusiones, miel, yogur, etc. (Figura 1.2.)

Tortillas Yogurth

de tiesto fresa’~ mora

> -

Figura 1.2. Productos naturales elaborados artesanalmente.
Fuente: Stevia del Ecuador
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La exportacion de materia prima y la falta de productos elaborados de
presentaciones nacionales, se deben principalmente a dos factores: la
falta de tecnologia en el Ecuador y la carencia de técnicas de extraccion
de compuestos a nivel industrial. Con un déficit de estas técnicas y
tecnologias se dificulta elaborar un producto de mayor valor agregado, es
por esto que se considera como principal necesidad la determinacion de
condiciones Optimas dentro del proceso de extraccion de glicosidos
diterpenoides, aportando de esta manera al cambio de la matriz

productiva e impulsando la industria quimica y alimenticia.

Formulacién del problema

Stevia rebaudiana Bertoni originaria de Paraguay, es uno de los 950
géneros de plantas pertenecientes a la familia de las Asteraceas. La
planta fue redescubierta por Bertoni en 1887, y ha sido utilizada
extensivamente por los indios guaranies por mas de 1500 afios (16). La
Steviatiene una larga historia de uso medicinal en Paraguay y Brasil
como edulcorante, y si bien muchas de las aplicaciones terapéuticas de la
Stevia son anecdéticas, es considerada por su trascendencia
generacional dentro del area medicinal. Actualmente se conocen mas de

150 especies de Stevia, pero la de Bertoni es la Unica con propiedades
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edulcorantes importantes. Se representa que las hojas contienen
aproximadamente 4-15% de esteviosido, que son 150-300 veces mas

dulce que el azacar (17).

S. rebaudiana reporta actividades biol6gicas como antimicrobiano (18) ,
anti-fingico (19), hepato-protector (20), hipoglucémico (extracto acuoso)
(21), antitumoral (18), anti-rotavirus (22), anti-VIH (23), anti- hipertension
(24) (25), y actividad antiviral (26). Otras aplicaciones populares
de Stevia y el estevidsido (principalmente en América Latina y el Oriente)
incluyen las siguientes actividades: psicotonica y anti-estrés, ademas
facilita la digestion y las funciones gastrointestinales; regula los niveles de
glucosa en la sangre (bgls); nutre el higado, el pancreas y el bazo; ayuda
al cuerpo a mantener una sensacion de vitalidad y bienestar. Muchas
personas han informado de que el consumo de Stevia té contribuyeron a
reducir sus ansias de tabaco y bebidas alcohdlicas (27). Los estudios de
Steviay el estevidésido han demostrado inhibir el crecimiento y la
reproduccion de algunas bacterias que son responsables de la caries

dental (27) (28).
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Ademas se han descrito estudios sobre los efectos comparativos de las
hojas y el esteviésido sobre la glucemia y la gluconeogénesis hepatica
(29). Otros estudios de este agente para el tratamiento de la diabetes
parecen garantizados.La accion hipoglucemiante se centra en la
presencia del esteviésido, que es una molécula polar, que puede ser
extraida completamente, ya sea con metanol o con agua, mientras que
los disolventes no polares y polares como medio- n-hexano, benceno, di
cloruro de metileno, acetato de etilo tiene menor afinidad hacia la
extraccion de esteviosido polar (metanol y agua) los extractos que
contienen el esteviésido se han estudiado bien para la accidn
hipoglucemiante, mientras que los extractos de polaridad mediana y baja

aun no han sido investigados (30).

Por lo que Stevia rebaudiana Bertoni, constituye en la actualidad una
alternativa prometedora, en el rango de edulcorantes naturales, mas aun
cuando los endulzantes sintéticos estan seriamente cuestionados por los
efectos de su consumo a corto y largo plazo (30). Esta planta produce
una serie de glicésidos diterpenoides los cuales tienen un poder
endulzante considerablemente mayor que la glucosa; ademas, son bajos

en calorias y no son toxicos, ni mutagénicos (31).



37

La Agencia de Alimentos y Drogas (FDA) de los Estados Unidos aprob6
en 2008 el uso de los glicésidos diterpenoides como edulcorantes
naturales no caléricos en alimentos y bebidas (32), dando al cultivo una
gran expectativa, no solamente en el mercado de los edulcorantes, sino

también en la agricultura, ganaderia, farmacéutica y cosmetologia.

Debido a las propiedades endulzantes de la Stevia, se estima que la
demanda de hojas secas podria llegar a ser de 202,500 toneladas

al afo, lo que lleva a buscar nuevas alternativas de produccion (33).

La planta se propaga principalmente por semillas que resultan de la
polinizacion cruzada. Esta forma de reproduccion implica recombinacion
genética y, por lo tanto, alta heterogeneidad en cuanto al crecimiento de
las plantas y la produccion de estevidsidos (34). Se ha recurrido a la
reproduccion asexual mediante esquejes, que son tallos o cogollos que
se separan de una planta para introducirlo en la tierra con la finalidad de
gque nazca otra nueva; sin embargo, con esta forma de reproduccion se
obtiene bajo numero de individuos por planta (35). Una alternativa es el
cultivo de tejidos (micro propagacion) que ofrece la posibilidad de obtener

gran cantidad de plantas de un genotipo seleccionado, mas uniformes en
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cuanto a su crecimiento y produccibn de esteviosidos. Asi
mismo, permite tener mayor control sobre la sanidad del material

facilitando su transporte de un pais a otro (36).

El interés en el sector productivo para el desarrollo de algan producto de
valor agregado radica en la existencia de tecnologia, para asi dejar de ser

exportadores primarios.

El presente trabajo se centra en encontrar los parametros mas
importantes que influyen directamente en la extraccion de los glicosidos
diterpenoides presentes en la Stevia rebaudiana Bertoni, encontrando las
condiciones mas favorables de temperatura, tamafio de particula, y
relacién hoja/solvente, donde se determinara las condiciones Optimas de

su extraccion.

Si consideramos que la Stevia posee aproximadamente un 15% de
glicésidos de tipo diterpenoides dentro de los cuales estan de manera
mayoritaria el esteviésido y rebaudiésido A, cuyas propiedades hacen que
la Stevia rebaudiana sea de 200 a 300 veces mas dulce que la sacarosa,

por lo que encontrar dichos parametros en la optimizacion del proceso de
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extraccion son de gran ayuda y gran importancia para aprovechar la

mayor cantidad de endulzantes presentes en la Stevia.

La busqueda de los parametros 6ptimos de extraccion de glicésidos
diterpenoides presentes en la Stevia rebaudiana y su produccion a escala
mediante un digestor en la presente tesis, permitira la posterior aplicacion
en el campo industrial productivo, logrando asi aumentar el interés en el
sector agricola para que la produccién de Stevia no sélo esté destinada a
la comercializacién de materia prima, sino también a la elaboracion de
productos terminados con mayor valor agregado que puedan ser incluidos
en una dieta saludable de los ecuatorianos, con esto se busca aportar al
desarrollo tecnoldégico del pais e impulsar el cambio de la matriz

productiva, como en muchas otras disciplinas.

Entonces debido a la carencia de tecnologia y la necesidad de productos
terminados surge este proyecto de investigacion a escala, como una
herramienta que permita la toma de decisiones y la optimizacion del
proceso en la extraccién de glicésidos diterpenoides presentes en la
Stevia, puesto que se trata de dar respuesta a una serie de preguntas

antes de dar paso a la ejecucion del proyecto, tales como:¢Qué
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metodologia se va a utilizar para realizar la extraccion?, ¢Qué técnica de
analisis se va a utlizar para la cuantificacion de los compuestos de
interés? y ¢ Cuales son las condiciones Optimas a las que debe operar el
digestor para la extraccion de glicésidos diterpenoides?, son
cuestionamientos que esperamos responder con la ejecucion del

presente proyecto.

Justificacion

Actualmente la demanda de edulcorantes naturales ha aumentado
considerablemente en la industria alimenticia, este aumento se debe a la
basqueda de alternativas que logren reemplazar a los edulcorantes
sintéticos tales como el aspartame, ciclamato, acesulfame k, entre otros;
productos que cada vez son mas cuestionados por presentar efectos
toxicos e incluso cancerigenos, efectos que no se evidencian en los

productos naturales (6).

Hoy en dia se buscan los productos naturales como una alternativa de
alimentacién sana, y para ello el estudio de las hojas de Stevia es
significativo, debido a que esta planta es usada como un edulcorante

natural no caldrico, el cual no se metaboliza en el cuerpo humano



41

permitiendo asi ser consumido por las personas diabéticas, personas
obesas 0 aquellas que quieren mantener un peso adecuado (6). El mayor
contenido de glicésidos se encuentra en las hojas con aproximadamente
un 15% cuyos beneficios principales de estos glicosidos supera los

ofrecidos por la sacarosa y edulcorantes sintéticos (37).

La especie cultivada en nuestro pais tiene un dulzor del 78% mayor en
comparacién con las especies que se cultivan en Bolivia y en Brasil, las
cuales solo alcanzan un 40%; esto hace que las hojas de Stevia
producidas en el Ecuador se vuelvan codiciadas en el mercado
internacional. Segun Xavier Arellano, gerente de Aplus Traders (firma de
comercio estadounidense), en el Ecuador existen alrededor de 50
productores de hojas de Stevia, cuya principal actividad es destinada sélo

a la exportacion como consecuencia de la falta de tecnologia (38).

Otro factor influyente es la necesidad que tienen los productores de
implementar una planta procesadora de Stevia, con el objetivo de
elaborar productos terminados; entonces debido a estas situaciones
surge la necesidad de investigar las mejores metodologias y sus

respectivas técnicas para la extraccion de los compuestos de interés.
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En vista a esta probleméatica se propone optimizar el proceso de
extraccion de glicosidos diterpenoides de Stevia rebaudiana Bertoni
descritos por Giraldo C. y col. 2005, pasando de escala laboratorio a su
empleo en un digestor, elaborando un disefio experimental factorial con la
finalidad de establecer los parametros y condiciones aplicables a escala
industrial como un aporte al desarrollo tecnolégico del pais, esperando
asi describir la metodologia Optima de extraccion mediante el
acondicionamiento de un digestor y su posterior andlisis de cuantificacion

de esteviésidos a manera de escalado.

Es importante fundamentar nuestra investigacion en la necesidad de
convertir un pais primario-exportador a uno que prevalezca la produccién

eficiente y de mayor valor agregado (13).

Es asi como proponemos este proyecto de investigacion como una
contribucién al cambio de la matriz productiva, basandonos en la
integraciéon de conocimiento y tecnologia; lo cual posibilite la toma de
decisiones acertadas en cuestiones de optimizacién de procesos, cuya
incorporacion permita la ampliacion de la oferta de productos

ecuatorianos y reduzca la dependencia del pais.
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Hipdtesis

El tamafio de particula, la relacién hoja/solvente y la temperatura influirdn
en la extraccion 6ptima de glicésidos diterpenoides a partir de hojas de
Stevia rebaudiana Bertoni en un digestor.

La optimizacion del proceso de extraccion de glicésidos diterpenoides
influyen en la elaboracion de nuevos productos con valor agregado

enfocados a la mejora del sector productivo.

Objetivos

Objetivo General
Optimizar el proceso de extraccion de glicésidos diterpenoides a partir de

Stevia rebaudiana Bertoni empleando un digestor.

Objetivos especificos

Establecer un disefio experimental-factorial para determinar las
condiciones de operacion del digestor.

Aplicar un proceso de precipitacion con sales y solventes en el
aislamiento de glicésidos para la remocion de pigmentos en los extractos

crudos.
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3. Realizar un analisis espectroscopico UV-VIS para determinar el

porcentaje de clarificacion de los extractos tratados con sales y con
solvente.

Purificar el esteviésido a partir de Stevia rebaudiana Bertoni para la
elaboracién de una curva estandar y cuantificacion mediante HPLC.
Determinar los parametros Optimos de operacion del digestor mediante

técnicas estadisticas.

Metodologia
La metodologia para la ejecucion del presente proyecto se efectuara en
tres fases: preparacion y adecuacién de la muestra, extraccion solido-

liquido y por ultimo estudio y delimitacion de metodologia.

Fase I: PREPARACION Y ADECUACION DE LA MUESTRA.

El trabajo se inicia con la recoleccion de hojas de Stevia rebaudiana
Bertoni (durante la mafana para evitar el estrés de la planta) en los
campos productores de la provincia de Santa Elena con coordenadas:
Latitud: -2.2333, Longitud: -80.85 para su posterior seleccién y secado,
tanto natural como forzado. El material deshidratado fue sometido a una

reduccion del tamafio de su particula mediante un molino eléctrico de
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tornillo cuyo medio de trituracion es por friccion de piedras para su

posterior tamizado.

La adecuacion de la muestra (proceso anterior) facilitara la realizacion de
andlisis cualitativos de grupos quimicos y andlisis cuantitativos para la
caracterizacion posterior de la muestra en caso de ser necesario. Luego
se realizd la definicion de variables a optimizar en la extracciéon de
glicosidos diterpenoides presentes en las hojas Stevia rebaudiana
Bertoni, considerando dos niveles para cada variable, como se indica:
temperatura (50 y 60 °C), tamafio de particula (250 y 500 um) y relacién

hoja/solvente (1/10 y 1/13 Kg/L) (37).

Con las variables y sus niveles definidos, se desarroll6 el disefio
experimental con 8 evaluaciones totales, evaluaciones experimentales

estudiadas directamente en el digestor.

Fase Il: PROCESO DE DIGESTION
En esta fase se realiz6 la extraccion de glicésidos diterpenoides mediante
el proceso de digestion (extraccién solido-liquido), el cual es un

procedimiento muy utilizado en la separacion de principios activos de un
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material vegetal mediante el uso de disolventes selectivos; efectuado a

temperaturas de 50 a 60 °C.

La extraccion se llevd a cabo mediante un digestor el cual se oper6 a 8
diferentes condiciones de: Temperatura (50 y 60 °C), tamafio de particula
(250 y 500 pm) y relacion hoja/solvente (1/10 y 1/13 Kg/L), el solvente
que se utilizO en este caso fue el agua, ademas, se mantuvo una
agitacion constante durante todo el proceso de digestion para ayudar a la

cinética del proceso.

Una vez realizada la extraccion, una parte del extracto pasa al laboratorio
de andlisis para el estudio de glicésidos extraidos mediante analisis
cromatografico y otra parte pasa al aislamiento y purificacion

(clarificacion) de los glicésidos presentes en el extracto.

La determinacién de glicésidos se desarroll6 mediante analisis de
cromatografia liquida de alta resolucion HPLC (por sus siglas en inglés),
cuyos resultados se emplearon en el andlisis estadistico Disefio de
Experimentos (DOE) mediante el programa Minitab 2015, para la

determinacion de condiciones Optimas de operacion.
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La cristalizacion se realiz6 a una parte del extracto clarificado a nivel de
laboratorio para dejar en evidencia la separacion de los compuestos de

interés.

Fase lll: ESTUDIO Y DELIMITACION DE METODOLOGIA.

Esta ultima fase corresponde al estudio de los resultados obtenidos y los
criterios de seleccion 6ptimos provenientes de andlisis estadisticos, lo
cual permitira estructurar la metodologia en la extraccion de glicosidos

diterpenoides presentes en las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni.

1.7.1. Esquemade investigacion
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Figura 1.3. Esquema del proceso de obtencion de glicosidos

Elaborado por: Autores, 2014
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO

indice glucémico (IG)

El IG mide la capacidad que un alimento tiene de elevar el contenido de
azlcar en sangre después de la comida, con respecto a una referencia
estandar que es la glucosa pura (39). Ensayos clinicos en diabéticos
reportan que las dietas con un IG bajo reducen las concentraciones de

glucosa en sangre y la secrecion de insulina (39).

Poder edulcorante
El poder edulcorante (PE) se define como los gramos de sacarosa que
hay que disolver en agua para obtener un liquido de igual sabor que la

disolucion de 1 gramo de edulcorante en el mismo volumen (40).
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Ingesta diaria admisible de los edulcorantes
Se entiende como ingesta diaria admisible (IDA) la cantidad de aditivo
alimentario que puede consumirse en la dieta diariamente durante toda la

vida sin riesgos para la salud (41).

Edulcorantes

Los edulcorantes son aditivos que confieren sabor dulce a los alimentos.
El término edulcorante equivale a endulzante (42). Algunos de ellos son
extractos naturales mientras que otros son sintéticos, este Ultimo se

denomina edulcorantes artificiales (39).

Los edulcorantes se pueden clasificar de diferentes formas (43):
e Porsu origen: Naturales o Artificiales
e Por su estructura: Hidratos de carbono, Alcoholes polihidricos,
glucosidos, proteinas y otros
e Por su valor nutritivo: Nutritivos y No nutritivos

e Por su valor caldrico: Dietéticos y No dietéticos

Para efectos del presente estudio se detallara la clasificacion por su

origen.
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Clasificacion de edulcorantes por su origen

Edulcorantes naturales
Los edulcorantes naturales son extraidos de una materia prima y también
de algunas plantas (46), se utilizan en la industria de bebidas, alimentos,

productos dentales y de higiene por su sabor agradable (47).

Dentro de los edulcorantes naturales el mas conocido es la sacarosa o
azlcar la cual esta constituida por una molécula de fructosa y otra de
glucosa, unidas por un enlace glucosidico (41). Proporciona excelentes
caracteristicas de dulzor por lo que imparte un sabor apetecible para los

consumidores a pesar de ser calorica (47).

Los endulzantes que superan a la sacarosa en poder endulzante son
varios entre los cuales esta la miel producida por las abejas que también
es rica en fructosa y glucosa pero posee un poder endulzante es dos

veces mayor que el azicar de cafna (4).

La glucosa esta presente en la mayoria de las frutas y en muchos

vegetales (41) y posee un poder edulcorante del 60% (base azucar) (6),
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mientras que la fructosa es el azicar con mayor poder edulcorante y es
abundante en frutas, ademas existen polimeros de fructosa tanto
naturales como artificiales pero estos compuestos no contribuyen al

dulzor de los alimentos de forma significativa (41).

Existen edulcorantes naturales como los que se encuentran en la leche
cuyos principales azUcares son la lactosa y tagatosa, la primera es un
disacarido compuesto por glucosa y galactosa cuya solubilidad en el agua
es baja y con un dulzor de 40% respecto a la sacarosa mientras que la

tagatosa produce una menor respuesta glucémica (41).

Otro endulzante constituido por glucosa, y enlace glucosidico es la
maltosa, un azulcar reductor cuyo dulzor es 50% comparado con el de la

sacarosa (41).

Existen también endulzantes obtenidos por depolimerizacibn completa
del almidén de maiz como la dextrosa que es un monosacarido con un
poder edulcorante del 60% al 70% en base azlcar (6). Edulcorantes
derivados de sacéaridos como los alcoholes de azicar se consideran de

igual manera entre los naturales y éstos se clasifican como
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monosacaridos y disacaridos hidrogenados, entre los cuales estan
sorbitol, manitol, xilitol y: isomalta, maltitol, y lactitol (49).

Un edulcorante muy utilizado es el jarabe de maiz de alta fructuosa que
se obtiene por la isomerizacion de la dextrosa y tiene un poder
edulcorante de 1 ademas sinergiza el poder edulcorante de la sacarosa y
de otros edulcorantes no nutritivos pero su consumo puede producir

lesiones hepaticas e incrementos del &cido arico.

Otros edulcorantes son la taumatina y la glicirricina. La taumatina
representa a un conjunto de proteinas (polipéptidos) extraidas de la
Thaumatococcus daniellii Benth y es considerada la sustancia méas dulce
del planeta (1.600 veces mas que una solucién de sacarosa al 10%)(4), y
la glicirricina que es obtenida de la especie regaliz Glycyrrhiza glabra, con

un poder endulzante es 60 veces mayor que el de la sacarosa (4).

Finalmente tenemos los glicésidos de esteviol los cuales son extraidos de
la Stevia rebaudiana Bertoni conocida como yerba dulce o ‘ka-a-he-é’
cuyos componentes dulces mas abundantes son el esteviésido y el

rebaudidsido A. Las hojas tienen indice glucémico de cero y son de 15-30
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veces mas dulce que el azicar mientras que el esteviésido en forma pura

es 300 veces mas dulce que una solucién al 0,4% de sacarosa.

ESTRUCTURAS QUIMICAS DE LOS EDULCORANTES NATURALES

CH,OH
o CH,0H _.0O
OH HO HO
OH OH CH,OH
OH ik
Figura Zalé IE_St:ﬂgf)u;Z quimica Figura 2.2. Estructura quimica
9 de la fructosa.
Fuente: Sanchez, 2014 Fuente: Badui, 2006
c|JH20H
C=0 H
| CH?%H CH;OH
HO—C—H H r H HO o
HO—C—H OH H Ho N H
H—C—OH HO OH H HO OH
CH,O0H H OH )
p-Tagatosa
Figura 2.3. Estructura quimica Figura 2.4. Estructura quimica
de la tagatosa de la dextrosa

Fuente: Dolores, (s.f.). Fuente: Badui, 2006.
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Figura 2.5. Estructura quimica de la sacarosa.

Fuente: Badui, 2006
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Figura 2.6. Estructura quimica de la lactosa

Fuente: Badui, 2006

Figura 2.7. Estructura quimica de la maltosa

Fuente: Badui, 2006
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Los edulcorantes artificiales son sustancias que no aportan calorias al

ingerirlos y poseen un grado de dulzura superior al de la sacarosa; la

mayoria de edulcorantes artificiales tienen efectos secundarios sin
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embargo se utilizan ampliamente en la fabricacion de alimentos de dieta.

(47).

Un edulcorante muy conocido es la sacarina, éste es de 200 a 700 veces
mas dulce que el azlcar pero tiene un sabor final metalico ligeramente
desagradable, su indice glucémico es de cero y la IDA es 5 mg/Kg de
peso corporal. La sacarina ha sido investigada extensivamente para
determinar su potencial carcin6geno, es asi que estudios reportaron
cancer de vejiga en ratas dada las altas dosis de sacarina. A pesar de los
antecedentes de este edulcorante la gente continla consumiendo
alimentos que contengan edulcorantes no nutritivos en un esfuerzo para

bajar de peso (49).

Un edulcorante producido a partir de los aminoacidos: acido aspartico y
fenilalanina es el aspartame el cual proporciona 4 kcal/g y es 200 veces
mas dulce que la sacarosa con una IDA de 50 mg/Kg de peso corporal. El
aspartame es metabolizado a fenilalanina, acido aspartico y metanol en el
tracto gastrointestinal lo cual producen efectos como mareos, dolores de

cabeza, problemas gastrointestinales y los cambios de humor (54).
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El consumo de aspartame provoca enfermedades como el Alzheimer,
trastornos de déficit de atencidn, defectos de nacimiento, cancer, diabetes
y lupus, es uno de los edulcorantes artificiales mas controversiales y

ampliamente utilizado hoy en dia (49).

El ciclamato de sodio es el segundo edulcorante artificial mas antiguo en
uso hoy en dia. Es el menos potente de este grupo, solo 40 veces mas
dulce que el aziicar y posee un IG de cero ademas de no aporta calorias

(41).

El acesulfame-K es aproximadamente 200 veces mas dulce que el azdcar
la IDA es de 15 mg/Kg de peso corporal. Uno de los subproductos de
desglose en el cuerpo es la acetoacetamida, que es tdxico en dosis altas

(49).
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ESTRUCTURAS QUIMICAS DE LOS EDULCORANTES ARTIFICIALES
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Fuente: Badui, 2006
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Fuente: Badui, 2006
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Figura 2.14. Estructura quimica de Figura 2.15. Estructura quimica de
la sucralosa la neohesperidina
Fuente: Badui, 2006 Fuente: Xian Greenherb

Entre otros edulcorantes artificiales tenemos la sucralosa el cual es 600
veces mas dulce que el azlcar y no tiene regusto desagradable, esta
hecho mediante la sustitucién selectiva de cloro por grupos hidroxilo
sobre un nucleo de sacarosa (49). También se destaca al neotamo el cual
es un dipéptido derivado del aspartame con poder edulcorante 8.000
veces mayor que el azlicar (41). Y finalmente la neoesperidina
dihidrocalcona el cual es de 250 a 1.800 mas dulce y persistente que la

sacarosa, sin embargo no esta aprobada por FDA pero si en Europa (41).

Glicésidos diterpenoides
Los glicésidos son metabolitos vegetales de gran importancia. Su hombre

hace referencia al enlace glicosidico que se forma cuando una molécula
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de azlcar se condensa con otra que tiene un grupo hidroxilo (54). Estos

compuestos se encuentran principalmente en las plantas (55).

Generalidades de la Stevia rebaudiana Bertoni

Nombre cientifico

Stevia rebaudiana Bertoni (56).

Identificacion taxondémica

La Stevia es una planta herbacea perenne (véase Figura 2.16),
perteneciente a la familia de las Asteraceas (Compuestas). S. rebaudiana
es una de los 230 miembros del género de Stevia y una de las dos Unicas

gue producen los glicésidos de esteviol dulces (56).

Na)

Figura 2.16. Stevia rebaudiana Bertoni

Fuente: Lemus, 2011
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En la Tabla 2.1, se muestra la identificacion taxondmica de la Stevia.

Tabla 2.1. Clasificaciontaxonémica de la Stevia

Reino Vegetal

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Asterales

Familia Asteraceae

Subfamilia Asteroideae

Género Stevia

Especie S. rebaudiana

Nombre binomial | Stevia rebaudiana Bertoni

Fuente: Cortés, 2012

2.6.3. Nombre comun
Las tribus guaranies de Paraguay usaron diferentes especies de Stevia
rebaudiana, ellos la llamaron: ka’a he’e (en guarani) que significa hierba
dulce. También ha adoptado diferentes nombres seguin las regiones
donde se cultiva, entre ellas se pueden citar: Stevia, hierba dulce, yerba

de miel y honey leaf (58).
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Lugar de origen
Stevia rebaudiana Bertoni es una planta originaria de Paraguay y Brasil.
Esta planta fue usada ancestralmente por sus aborigenes, como

edulcorante y para fines medicinales (59).

Historia de la Stevia

Las hojas de Stevia fueron utilizadas por los pueblos indigenas de
Paraguay y Brasil desde antes de la historia registrada. En 1887, el
botanico suizo Moisés Santiago Bertoni fue el primero que la documentd,
detallando su sabor dulce. En 1900 el quimico paraguayo Ovidio Rebaudi,
logré aislar dos principios activos: uno dulce y otro amargo y mas tarde,
en 1931, quimicos franceses extrajeron el estevidsido, el principal
componente dulce en forma de un compuesto cristalino blanco

extremadamente dulce (59).

Caracteristicas quimicas
En 1931, dos quimicos franceses (Bridel y Lavielle) aislaron los
glicésidos, los cuales son los metabolitos secundarios responsables del

sabor dulce de la Stevia (60).
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Los glicésidos se encuentran principalmente en las hojas de la planta de
Stevia y constituyen el 15% del contenido, este valor depende de la
variedad (37). Las hojas contienen alrededor de diez glicésidos
diterpenoides, los cuales son: esteviésido, rebaudiésido (A, B, C, D, E, F),
isoesteviol, esteviolbiésido y dulcésido A (61), ademas de estos
compuestos, se reportd que el extracto de Stevia contiene flavonoides,
esterebinas de A-H, triterpenos, aceites volatiles, pigmentos, pegamentos

y componentes inorganicos (62).

Stevioside

oH o oH OH
O i H
o
DM OH
oH

CH,

A
o oH
]
, EH,
oH { o o o 5]

o1 &

rebaudioside C dulcoside A

Figura 2.17. Estructura quimica del estevidsido y los principales
componentes encontrados en la hoja de Stevia.

Fuente: Borstel, 2009
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Todos los glicésidos de diterpeno aislados de las hojas S. rebaudiana
tienen el mismo esqueleto de esteviol (Figura 2.18) y difieren
principalmente en el contenido de residuos de hidratos de carbono (R1 y
R2), mono-, di-, y trisacaridos que contienen glucosa y/o ramnosa en las
posiciones C13 y C19. La dulzura de los rebaudidsidos incrementa con el
aumento de cantidad de unidades de glucosa. Sin embargo, su contenido

en la planta disminuye al mismo tiempo (55). (Ver Tabla 2.2)

El dulzor comparado con el azlcar de cada glicosido es: rebaudiosido A
(250-450 veces); rebaudiosido B (300-350 veces); rebaudiésido C (50 a
120 veces); rebaudiosido D (250-450 veces); rebaudiésido E (150-300
veces); dulcésido A (50-120 veces); y esteviolbiosido (100-125 veces)

(50).

El esteviésido es el mas abundante en la hoja de Stevia, es 300 veces
mas dulce que el azicar (63) y presenta un ligero resabio amargo en
altas concentraciones (46). El rebaudiosido A es el glicésido de esteviol
de mejor sabor y es menos amargo (64), la diferencia radica en la

presencia de una glucosa (65).
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Compound R1 R2
Steviol H H
Steviolbioside H B-Glc-p-Glc(2— 1)
Stevioside B-Glc B-Gle-B-Gle(2—1)
Rebaudioside A B-Glc B-Glc-B-Glc(2—1)
B-(ISIc(3—>1)
Rebaudioside B H B-Glc-B-Glc(2—1)
B—(ISIc(3—>1)
Rebaudioside C B-Glc B-Glc-a- Rha(2—1)

(Dulcoside B) |
B-Gle(3—1)
Rebaudioside D B-Glc-B-Glc(2—1) B-Glc-B-Glc(2—1)
|
B-Gle(3—1)

Rebaudioside E B-Glc-B-Glc(2—1) B-Glc-B-Glc(2—1)

Rebaudioside F B-Glc B-Gle-B-Xyl(2—1)
|
B-Glc(3—1)
Dulcoside A B-Glc B-Glc-a- Rha(2—1)

Figura 2.18. Estructura de los principales glicésidos de las hojas de

Stevia rebaudiana. Glc, Xyl and Rha, representan respectivamente,
glucosa, xilosa y ramnosa. En rebaudiésido A, B, C, D, E y F en el grupo

R2 un resto de azlcar adicional es afiadida al carbono 3 de la primera [3-
Glc.

Fuente: Geuns, 2003
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2.6.7. Constituyentes activos de Stevia rebaudiana Bertoni
El esteviosido tiene un peso molecular de 804,80 y férmula quimica: Css
Heo Ois, es un glicésido comprendido por tres moléculas de glucosa
unidas a una aglicona, el esqueleto de esteviol. El esteviol es el esqueleto
comun de la Stevia, glicdsidos que han sido analizados por cromatografia

liquida acoplada con UV, MS y deteccién ELS (55).

Otros minerales, proteinas, grasas, carbohidratos y contenido de cenizas
han sido también estimados como muestra la Tabla 2.2, ademas se
pueden observar los resultados de parametros similares de un estudio

realizado en Quito por Razo.

Las hojas de Stevia contienen varios nutrientes naturales que son
importantes en el area médica, incluyendo la vitamina B3 (Niacina) y
minerales como el cromo, magnesio, manganeso, potasio, selenio y zinc,
los cuales son beneficiosos para la salud humana. Mediante un estudio
fitoquimico se encontré que los taninos estan presentes en mas altas
concentraciones seguido de alcaloides, glicésidos, saponinas, esteroles,

triterpenos, antraquinonas y otros (66).
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Tabla 2.2. Porcentaje en peso de los principales glicésidos y otros

constituyentes bioquimicos de Stevia

Valor (mg/

Componente 100g de hoja

seca)

Segun Yadav

Valor (mg/
100g de hoja
seca

Segun Razo

Estevidsido 4-14% -
Rebaudiésido A 2-4% -
Rebaudiésido C 1-2% -

Dulcésido A 0.4%-0.7%

Rebaudiésido B, D,

>0.4%
E, F; Esteviolbiosido -
Carbohidratos 35.2 56,33
Proteinas 12.0-20.42 12,09
Lipidos 2.7-4.34 1,81
Cenizas 13.12 6,11

Fuente: Yadav, 2012 y Razo, 2011
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Estabilidad

Se reporta que el estevidsido es muy estable hasta 120 °C. En soluciones
acuosas, el estevidsido es estable en un rango de pH 2-10 bajo
tratamientos con temperatura hasta 80°C, en condiciones acidas (pH 1)
hubo una significante disminucién en la concentracion de esteviosido
(68). La descomposicion total del esteviosido se observd después de la

incubacion a una temperatura de 80°C durante 2 horas (55).

Absorcién

La absorcion y los estudios del metabolismo revelaron que la absorbancia
de glicosidos de esteviol es extremadamente baja. Las enzimas del tracto
digestivo no son capaces de degradar glicésidos de esteviol en esteviol,

tampoco lo es el jugo gastrico (62).

Beneficios de la Stevia

La Stevia contiene una cantidad sustancial de nutrientes importantes y
esta cargada de minerales necesarios para proteger el cuerpo y para
regular, y mantener varios procesos metabdlicos (69). Los minerales que
son beneficiosos para la salud humana como el potasio, calcio, magnesio,

Zinc y hierro estdn en abundancia en las hojas de Stevia (70). El Zinc
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puede actuar como un antioxidante no enzimético y prevenir el dafio
oxidativo en las células. La principal funcion del hierro es la de transportar
oxigeno a diferentes organos del cuerpo y la falta de este mineral
conduce a la anemia. En las hojas de Stevia se evidencia una alta
cantidad de hierro, el cual es (til para mantener el nivel de hemoglobina
normal en el cuerpo (70) ademas se determindé que el contenido de acido
folico, vitamina C y la vitamina B-2 en los extractos de hojas fueron

significativamente altos (68).

Los glicésidos de esteviol poseen valiosas propiedades biologicas, el
consumo regular de estos compuestos disminuye el contenido de azlcar
y el colesterol en la sangre (71), mejora la regeneracion celular y la
coagulacién de la sangre, suprime el crecimiento neoplasico y fortalece

los vasos sanguineos (72).

La Stevia es un potente diurético, lo que hace que pueda ser utilizada en
pacientes con hipertension arterial (41), no aporta calorias al ser
metabolizado, es antidcido, cardioténico, no produce caries al no ser
fermentado por las bacterias orales, y se distingue de los edulcorantes

artificiales por no tener sabor metalico y no ser cancerigeno (73).
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Ademas, la Stevia y el esteviosido se han utilizado en el tratamiento de

cancer (74).

La seguridad y las bondades de los edulcorantes de Stevia en el
metabolismo animal se han demostrado (62), asi como sus efectos
positivos en la salud del hombre, en las que se reportan propiedades
anti-rotavirus  (22), mejoramiento de la hipertension (75), tratamiento
de la diabetes mellitus tipo 2, al estimular la secrecion de insulina

actuando sobre las células b del pancreas (74).

Efecto anti-hipoglucémico

Algunos sindromes metabdlicos como la diabetes, la cual es causada
debido a las anormalidades de la insulina, disfunciéon de las células
pancreaticas y un exceso de glucosa, son los problemas de salud mas
destacados en el mundo. Los extractos de Stevia han sido usados para el
tratamiento de la diabetes en América del Sur. Un estudio documentado
por Susuki y col. (1977) confirm6 el efecto hiper- glucémico del
esteviosido cuando 0.5 g de un % de esteviosido y 10 g % de un fino
producto de las hojas de Stevia en igualdad de dietas alta en

carbohidratos y alta en grasas, mostraron una reduccién significante del
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nivel de azdcar en sangre a las 4 subsiguientes semanas del tratamiento

en ratas (59).

Esteviosido y carcinogenicidad

Los estudios de genotoxicidad mostraron que los glicésidos de esteviol no
indujeron mutaciones de genes de las bacterias. Los glicosidos de
esteviol no indujeron mutaciones en genes de células mamiferas in vitro

(76).

Debido al resultado positivo de las dos pruebas de genotoxicidad a
concentraciones relativamente altas, el esteviol libre también fue testado
en diferentes modelos de animales. No hubo sefales de defectos
nocivos. Por ello, la conclusion general es que el uso de glicésidos de
esteviol como edulcorante es seguro. En los modelos de animales se
demostr6 que grandes dosis de glicosidos de esteviol inhiben la
formacion de tumores (76); y que en los estudios de toxicidad crénica y
carcinogenicidad con glicésidos de esteviol y esteviol libre, usando

diferentes modelos de animales, no se detectaron efectos nocivos (76).
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Estudios toxicolégicos han demostrado que los metabolitos secundarios
presentes en la Stevia no tienen efectos teratogénicos, mutagénicos o
carcinogénicos y no se observaron reacciones alérgicas después de

consumir el edulcorante (70).

Extraccion
La extraccibn es una operacion de separacion de una mezcla de
sustancias por disolucién de cada componente, utilizando uno o varios

disolventes, donde siempre se obtienen por lo menos dos componentes?:

- Lasolucion extraida en su disolvente y

- Suresiduo

Técnicas de extraccion
Existen diferentes técnicas de extraccion para la separacion de principios

activos de un material vegetal descritas en las figura 2.19.

Para el presente proyecto se empled la técnica de extraccion por

digestion.

2

Disponible en: http://www.fcn.unp.edu.ar/sitio/tecnofarma/wp-

content/uploads/2013/02/Extracci%C3%B3n.pdf
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Figura 2.19. Técnicas de extraccion

Elaborado por: Autores, 2015
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2.11.1. Digestion
La digestion es un procedimiento similar a la maceracion, pero
efectuado con ayuda del calor, a temperaturas de 50 a 60 °C (77),
se emplea para aquellos principios activos que son poco solubles
en frio y cuando el solvente a ebullicion disuelve o altera otras
sustancias no deseadas en la extraccion, ademas esta temperatura

previene el ataque microbianos.

2.11.1.1. Extraccién con solventes acuosos
Los glicosidos diterpenoides presentan alta solubilidad en agua, es
por esto que se la utiliza para la obtencion de los principios activos de
la hoja, esto permite que cumpla con las especificaciones requeridas

para su comercializacion (78).

2.12. Técnicas de separaciéon

2.12.1. Filtracion
Filtracion es la separacién de particulas sélidas a partir de un fluido
haciendo pasar el mismo a través de un medio filtrante sobre el

gue se depositan los sélidos. Las filtraciones industriales van

8 Disponible en: http://www.fcn.unp.edu.ar/sitio/tecnofarma/wp-
content/uploads/2013/02/Extracci%C3%B3n.pdf
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desde un sencillo colado hasta separaciones altamente complejas

(79).

El extracto obtenido pasa por un proceso de filtracion donde se

retienen las particulas en suspensiéon (78).

Filtracion simple

La filtracion simple por gravedad se realiza utilizando un embudo
conico en el cual se introduce un papel filtro preparado con pliegues,
de modo que al pasar el liquido de la disolucion a través de él,
quedara retenida en el papel la parte sélida, pasando limpia la parte

liquida®.

Filtracion al vacio

Es el método més rapido y permite la filtracion de aquellas
suspensiones en las que la fuerza de gravedad no es suficiente para
el proceso. En los filtros de vacio el liquido es succionado por medio
de un sistema de vacio a través de un medio filtrante sobre el que se

deposita el fluido con las particulas sélidas (79).

4 Disponible en: http://quimica.laguia2000.com/general/filtracion



2.12.1.3.

2.12.1.4.

2.12.15.

77

Micro-filtracion

Es una tecnologia confiable y eficiente para la remocion de soélidos.
Las membranas usadas para la microfiltracion tienen un tamafio de
poro de 0.1-10 um. Por tener una porosidad tan pequeiia, estos filtros

tienen la ventaja de retener bacterias®.

Precipitacion

La precipitacién es una técnica de separacion en el que se forman
rapidamente cristales pequefios o amorfos por adicién de un reactivo
que da lugar a un compuesto poco soluble. Por sus caracteristicas
intrinsecas los precipitados pueden ser de tres tipos: cristalinos,
coagulados y gelatinosos. Los precipitados coagulados estan
formados por particulas coloidales que se aglomeran formando

agregados de mayor tamario ya filtrables (80).

Precipitacion con sales

Algunas sustancias que se afiaden a una solucion, hacen que los
compuestos deseados precipiten. En un tanque sedimentador se
separan los componentes endulzantes del resto de la mezcla. El uso

de sustancias como la cal, carbonato de calcio u otras sales basicas

5 Disponible en: http://aquara.com.pe/productos/microfiltracion
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de calcio provocan la precipitacion de los algunos pigmentos y

componentes no endulzantes en el fondo del tanque (78).

2.12.2. Floculaciéon
Las soluciones constan de particulas con cargas eléctricas,
positivas 0 negativas, y debido a la repulsion de cargas iguales, las
particulas tienden a dispersarse. Si se aflade un electrolito, los
iones que se forman en la disolucion neutralizan las cargas de las
particulas, que pueden entonces aglomerarse y formar fléculos de

mayor tamafo (79).

2.12.3. Sedimentacion por gravedad
Las particulas mas pesadas que el fluido en el que estan
suspendidas pueden separarse de un liquido en un gran tanque de
sedimentacion, donde la velocidad del fluido es baja y las

particulas tienen tiempo suficiente para sedimentar (79).



2.12.4.

2.12.5.

79

Centrifugacion
En las separaciones por centrifugacion, las particulas se separan
del fluido a causa de las fuerzas centrifugas que actian sobre las

particulas de tamafios y densidades diferentes (81).

Cristalizacion

La cristalizacidon es una operacion de separacion y se utiliza para
obtener materiales en forma de cristales uniformes y atractivos de
buena pureza. La formacién de cristales consiste en la separacion

de un soluto de una disolucion o de una fase fundida (79).

2.13. Métodos de identificacion y cuantificacion

2.13.1.

Cromatografia

La cromatografia puede definirse como una técnica que separa
una mezcla de solutos basada en la velocidad de desplazamiento
diferencial de los mismos que se establece al ser arrastrados por
una fase movil (liquida o gaseosa) a traves de un lecho
cromatografico que contiene la fase estacionaria, la cual puede ser

liquida o sélida (80).
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2.13.2. Técnicas cromatograficas
Segun la forma de llevar a cabo la separacién cromatogréfica, es
decir, segun el dispositivo utilizado para conseguir el contacto entre
la fase movil y la estacionaria, cabe distinguir dos grandes tipos de

técnicas de cromatogréficas (80):

a) Cromatografia en columna

b) Cromatografia plana

2.13.2.1. Cromatografia liquida de alta resolucion HPLC
La cromatografia liquida en columna es una variedad de la
cromatografia en la que la fase movil es liguida y pasa a través de la
fase estacionaria, solida o liquida retenida en un relleno cilindrico. La
moderna cromatografia en columna se desarrolla en los denominados
cromatografos de liquidos que proporcionan informacion sobre la

composicion de la materia al tener un detector continuo integrado (80).

2.13.3. Técnicas espectroscépicas
Las principales técnicas espectroscopicas que se utilizan son la
espectroscopia de absorcion molecular para la determinacion de

sustratos y enzimas, la espectroscopia atdmica para la medida de
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la concentracion de metales, la espectroscopia de fluorescencia y
la espectroscopia de luminiscencia para la medida de diversos
compuestos quimicos y actividades enziméticas, y la
espectroscopia de dispersion para determinar fundamentalmente

proteinas especificasb.

2.13.3.1. Espectroscopia UV-Visible

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las
moléculas para absorber radiaciones, entre ellas las radiaciones
dentro del espectro UV-Visible. Las longitudes de onda de las
radiaciones que una molécula puede absorber y la eficiencia con la
gue se absorben dependen de la estructura atomica y de las
condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza idnica, constante
dieléctrica). En espectrofotometria de absorbancia se utilizan las
regiones ultravioleta (UV cercano, de 195-400nm) y el visible (400-780

nm) (82).

6

Disponible en: http://tecnicoespecialistalaboratorio.blogspot.com/2013/08/tecnicas -

espectroscopicas.html



82

2.14. Disefo de experimentos y optimizacion
El disefio de experimentos (DOE) es una técnica estadistica cuyo objetivo
es averiguar si los determinados factores, que son las variables
independientes; influyen en nuestra variable de interés, aquella que se

desea mejorar mediante el disefio experimental’.

Los disefios factoriales son fundamentales ya que permiten mejorar un
proceso. Existen varios casos del disefio factorial, uno de los mas
importantes es el disefio factorial completo 2% en los que se trabaja con k
factores, y a cada uno de ellos se les asigna dos niveles, estos suelen
denotarse como nivel alto (+) y nivel bajo (-). Cuando se han identificado
los diferentes factores e interacciones que afectan a los resultados de un
experimento, se requieren métodos separados para determinar la
combinacion de los niveles del factor que proporcionaran la respuesta
Optima. La distancia entre los pares de medidas de estos niveles se

determinan con el método del Cociente de Oro o Razén aurea.

El proceso de busqueda de estos niveles 6ptimos del factor se conoce
como optimizacidon, por este motivo se determinan primero los factores y

las interacciones que afectan de manera importante a la respuesta (83).

7 Disponible en: http://revistas.utp.edu.co/index.php/revistaciencia/article/ view/523/245



3.1

3.1.1.

83

CAPITULO 3. METODOLOGIA DEL

PROYECTO

Preparacion de muestras de Stevia rebaudiana

Coleccion, secado y almacenado
Las muestras de Stevia rebaudiana Bertoni fueron colectadas de los

campos productores de Stevia ubicados en la provincia de Santa Elena.

Un ejemplar de Stevia rebaudiana fue enviada al herbario QCA de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Escuela de Ciencias

Biologicas, para su identificacion taxondmica, codificado como CIBE038.
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Las hojas de Stevia rebaudiana fueron seleccionadas como material
vegetal removiendo las partes sin interés como ramas, raices, hojas de

color café y amarillas.

Deshidratacion

Las muestras de Stevia fueron deshidratadas por exposicion directa a la
luz solar en un rango de temperatura de 20 a 35°C por 48 horas. Las
muestras deshidratadas fueron almacenadas en un tambor de papel Kraft
de alta resistencia con tapa de carton y aro con palanca de cierre
hermético, para evitar que las muestras deshidratadas adquieran

nuevamente humedad.

Molienda

El molinado del material deshidratado se realiz6 en un molino eléctrico de
tornillo por friccion de piedras. El material triturado se almacend en un
recipiente hermético de papel Kraft para evitar que la muestra adquiera

humedad del ambiente.
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Tamizado
La reduccién del tamafio de particula se establecié en 500 y 250 um
empleando tamices mecanicos Fisher Scientific Company provenientes

de US.A.

Seleccién de condiciones de operacion
Para obtener las condiciones de operacion se realizd un disefio factorial
experimental en la herramienta estadistica Disefio de Experimentos

(DOE) utilizando el programa Minitab 2015.

Se empled el disefio factorial completo 2k en los que se trabaja con k
factores conocidos como variables independientes, para nuestro estudio
nos centraremos en un experimento con 3 factores: A, B, C. Esto significa
que hay 2x2x2= 8 combinaciones posibles de niveles de factores. La
temperatura, el tamafio de particula y la relacién hoja/solvente fueron los
parametros o factores cuantitativos seleccionados para el presente

estudio.

Una vez identificados los diferentes factores que afectan los resultados de

nuestro experimento, se utilizd el método del Cociente de Oro o Razdn
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aurea con la finalidad de obtener los niveles “altos” y “bajos” de cada
factor. Los factores escogidos con sus respectivos niveles se muestran en

la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Matriz de niveles maximos (+) y minimos (-) de las variables del

disefio experimental

Factores Convencion Nivel (-) Nivel (+)
Temperatura (°C) A 50 60
Tamafio de particula (um) B 250 500
Relacion hoja/solvente (Kg/L) C 1/10 1/13

Elaborado por: Autores, 2014

Para conocer el efecto de un factor sobre la variable respuesta es
suficiente hacerlo variar sobre dos niveles, y ademas esta variacion se
debe realizar para cada posible combinacion, esto revelara si el efecto
depende de qué valor tomen los otros factores. Todas las combinaciones

se aprecian en el disefio factorial completo 22 de la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Matriz de experimentos de un disefio factorial completo 23

‘ Combinacion A B C Respuesta
1 - - - yl
a + - - y2
b ; " - V3
c - - + y4
bc - + + v5
ac + - + y6
ab + + - y7
abc + + + y8

Nota: Un signo (+) indica que el factor esta en el nivel alto y un signo (-)
gue esta en un nivel bajo.

Elaborado por: Autores, 2014

Digestion
El proceso de digestion se llevd a cabo dentro de los laboratorios de
Bioproductos del CIBE — ESPOL. La extraccion se realizd en un digestor

cuyas caracteristicas se describen a continuacion:
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Equipo con agitacion central, tapa combada y sistema de grapa, en acero
inoxidable, que trabaja con un tamafio de 40 litros, y 30 litros de
capacidad de proceso. Presion maxima 40 psi, visor, mandémetro y
termdmetro, termostato con resistencia eléctrica inoxidable; eje agitador

inoxidable con motor y base, valvula para el drenaje (84).

La digestion se realizd mediante procesos batch, por un tiempo de 1 hora
y 30 minutos con agitacion constante. El solvente utilizado para las
extracciones fue agua, mientras que la temperatura de operacion fue
mantenida en un minimo de 50°C y un maximo de 60°C debido a que la
digestion es una extraccion a temperaturas mayores a la ambiente
comprendida entre 50 °C a 60°C. Al emplear el disefio factorial completo

23 se obtuvieron las 8 combinaciones posibles mostradas en la Tabla 3.3.
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Tabla 3.3. Condiciones de trabajo del equipo digestor en el proceso de

extraccion de glicosidos diterpenoides

o Temperatura Tamafo de Relacién
Extraccion C) e () hoja/Solvente
(Kg/L)
1 50 250 1:10
2 60 250 1:10
3 50 500 1:10
4 50 250 1:13
5 50 500 1:13
6 60 250 1:13
7 60 500 1:10
8 60 500 1:13

Elaborado por: Autores, 2014

Filtracion

Todos los extractos acuosos obtenidos de los 8 procesos batch se

filtraron simultdnea en un filtro de tela (40 um) y por un filtro compuesto

de gasay papel whatman N° 1.

Posterior a esto, todas las muestras fueron sometidas a un proceso de

filtracibn mas rigurosa, en dos fases:



3.7.

3.7.1.

90

e En la primera fase los extractos fueron pasados a través de
filtros whatman N°1.
e En la segunda fase se efectué una filtracién con filtros de

tamafnos 0,45y 0,22 um.

Procesos de clarificacion
Todos los extractos fueron clarificados por el método de potabilizacién de
aguas usando sales y modificando el método descrito por Catalina

Giraldo y col., 2005.

Precipitacion con sales
Cantidades de 6 a 15 mg de cloruro de calcio (CaClz2) se afiadieron a
muestras del extracto crudo para la evaluacion de la dosis 6ptima en la

remocion de pigmentos.

Las muestras de extractos crudos se llevaron a pH basico con la adicién
de hidroxido de calcio y mezcladas con 6 proporciones diferentes de una
solucion de sulfato de aluminio al 50%, durante 5 minutos. Finalmente se

centrifugd a 14000 rpm durante 10 minutos en una microcentrifuga
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JOUAN A14 y al sobrenadante se le realizd6 un monitoreo espectroscopico

para la cuantificacion colorimétrica (85).

Una vez ajustado el método de precipitacion con sales en el laboratorio,
se realiz6 el calculo de las cantidades necesarias para tratar los extractos
acuosos que se obtuvieron en el digestor, para el tratamiento de
clarificacion los extractos fueron llevados al laboratorio de microbiologia

del Departamento de Ciencias Quimicas y ambientales de la ESPOL.

Clarificacion con solvente
Para clarificar los extractos obtenidos de las 8 experimentaciones a
diferentes condiciones se adoptd el método de purificacion con metanol

descrito por Inamake M.R. y col., 2010, como se describe:

Para la remocion de trazas de grasa y aceite cada una de las muestras
de los extractos acuosos fueron pre-tratados con 50ml de Hexano al
99.9% y dejados en maceracion durante 24 h. La fase acuosa fue tratada
con &cido tricarboxilico para bajar el pH a 4 y posteriormente llevada a pH

basico con la adicion de hidréxido de calcio.
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En la neutralizacién del extracto acuoso se utiliz6 acido citrico, para su
posterior tratamiento de maceracion con hexano. Una segunda
maceracion fue practicada con hexano como solvente durante 4 horas y
la separacion de fases se la llevd a cabo en un embudo de decantacion.
La fase acuosa se dejo en reposo por 1 hora en una Sorbona para

volatilizar los residuos del solvente.

Metanol grado HPLC fue empleado para precipitar pigmentos Yy
compuestos no deseados, y posterior purificacion del compuesto por
cristalizacion, se utilizo 50 ml de MetOH por cada 10 ml de extracto en

cada limpieza hasta obtener soluciones sin precipitado.

Finalmente, se centrifugd las muestras tratadas en una centrifuga Thermo
Scientific Multifuge X1R a 5000 rpm durante 20 minutos a 20°C. El
sobrenadante se someti6 a un monitoreo espectroscopico para la

valoracion colorimétrica.

Valoracién colorimétrica
La valoracién colorimétrica fue realizada mediante un monitoreo

espectroscopico  progresivo del extracto de Stevia en un
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espectrofotometro BIOTEK Synergy HT. El estdndar de esteviésido (EE),
las muestras del extracto crudo (EC), del extracto purificado (EP) y las
muestras de ensayo con las que se evaluo la cantidad 6ptima de sulfato
de aluminio mediante el proceso de clarificacion por precipitacion con
sales (PS), se colocaron en una placa de 96 pocillos como se muestra en
la Tabla 3.4. y se midio la absorbancia a longitudes de onda de: 400, 421,

442, 450, 500, 550, 600 y 645 nm

Tabla 3.4. Ubicacion de las muestras EE, EC, EP, PS en los pocillos

1 2 3 4
A Blanco M4 (EP) M8 (EC) 7 (PS)
B M1 (EC) M5 (EC) M8 (EP) 8 (PS)
C M1 (EP) M5 (EP) 1 (PS) 8000 PPM (EE)
D M2 (EC) M6 (EC) 2 (PS)
E M2 (EP) M6 (EP) 3 (PS)
F M3 (EC) M7 (EC) 4 (PS)
G M3 (EP) - 5 (PS)
H M4 (EC) M7(EP) 6(PS)

Elaborado por: Autores, 2015.
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Estandar esteviésido y rebaudiésido A
El estandar de rebaudidsido A utilizado fue el de la casa comercial Wako

Pure Chemical.

El estandar de estevidsido fue aislado de las hojas de Stevia rebaudiana
e identificado mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC),
segun la metodologia descrita por Inamake, 2010. Los reactivos utilizados

fueron de la marca Merck.

Proceso de extraccidon y aislamiento de Estevidsido
Una muestra de Stevia rebaudiana Bertoni pulverizada fue utilizada para
la extraccidon del esteviosido, el mismo que luego se utiliz6 como nuestro

estandar.

Una cantidad de 50 gramos de Stevia pulverizada fue sometida a un
tratamiento progresivo para la remocion de grasas y aceites, utilizando
solventes no polares en funcion de la serie eulotropica, tomando de

referencia la Serie de Snyder (Protocolo CIBE).
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La primera etapa del tratamiento de desengrase se realiz6 por
maceracion con 50 ml de hexano durante 24 horas, en la segunda etapa

se utiliz6 50 ml de cloroformo con un tiempo de maceracion de 2 horas.

El material libre de grasas y aceites fue filtrado y secado en una estufa a
una temperatura de 55°C durante 1 hora. El polvo pre-tratado y seco se
sometié a extraccion por reflujo con 100 ml de agua durante 20 minutos,
luego fue filtrado y enfriado a temperatura ambiente, luego se le realizo
una variacién de pH llevandolo a pH 4 y luego a pH 8 con adicion de
acido tricarboxilico e hidréxido de calcio respectivamente, para luego ser

neutralizado con acido citrico.

El extracto acuoso neutralizado fue tratado nuevamente con el solvente
no polar de mayor serie eulotropica (hexano) por 2 horas en maceracion,
para la separacion de las fases organica y acuosa se utiliz6 un embudo

de decantacion de 500ml.

La fase acuosa se llevo a reflujo con carbén activado por un tiempo de 20

minutos para luego ser filtrado al vacio con filtros millipore de 0,22 pm.
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Finalmente, metanol fue utilizado para precipitar pigmentos y compuestos
no deseados, el esteviésido presente en el extracto fue concentrado en

un roto-evaporador y cristalizado a una temperatura de 50°C.

Determinacién y cuantificacién de glicésidos diterpenoides
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

El andlisis de HPLC fue llevado a cabo usando una columna
Jupiter 5u C18 300A (25 cm x 4.6 mm D.l, 5 pm), Serie No
452124-1. La temperatura de la columna se mantuvo en 28 °C y la
deteccion UV/VIS fue ajustada en 200 y 210 nm respectivamente.
La fase movil fue acetonitrilo/agua, ambos grado HPLC en una
relacién 80:20 ajustado el pH a 3 con &cido fosférico al 85% grado

reactivo.

Los estdndares de glicésidos (estevidsido y rebaudidsido A) y las
muestras empleadas fueron filtradas a través filtros millipore de
0,22 um. El volumen de inyeccion fue establecido en 10 pyL a una

velocidad de flujo 1ml/min, mediante elucién con gradiente lineal.
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Los estandares de esteviosido (aislado y purificado) y rebaudidsido
A CAS #: 58543-16-1, fueron preparados de una solucién madre
de 9000ppm para el esteviosido y de 5000 ppm para el
rebaudiosido A, diluidas hasta 4000ppm y 500 ppm

respectivamente.

La columna del HPLC fue estabilizada, por bombeo de la fase
movil acetonitrilo/agua. Los cromatogramas de identificacion de los
estandares de glicésidos fueron establecidos en un tiempo de 25
minutos, se tomo de referencia el método descrito por Afandi A. y
col., 2013. Los cromatogramas de cuantificaciéon tanto de
estandares como de las muestras se establecieron en un tiempo
de 10.5 minutos, segun protocolo CIBE. Los cromatogramas de
cada muestra fueron comparados con los estandares en su tiempo
de retencién para encontrar los glicésidos presentes. El area de los
picos obtenidos fue calculada automaticamente mediante el

software instalado en el HPLC.
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3.11. Andlisis estadistico del disefio factorial- experimental
Para el analisis de los resultados obtenidos del disefio factorial
experimental se utilizé el programa Minitab 2015, en la evaluacion de los
efectos de los factores individuales (Temperatura, tamafio de particula y

relacion hoja/solvente), la interaccion entre dos vy tres factores.

3.11.1. Analisis de parametros optimos
Para la seleccion de la combinacion de los niveles que proporcionaron

las respuestas 6ptimas se tuvo en cuenta tres cualidades, segun Miller

J., 2002:

1. El método de optimizacién produjo un conjunto de condiciones
experimentales que proporcionaron la respuesta maxima.

2. EI método de optimizacion produjo al menos una respuesta que
sea proxima al 6ptimo.

3. La optimizacién se realizd con el numero mas pequefio posible

de etapas experimentales de ensayo.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y

DISCUSION

El propdsito del presente trabajo consistio en determinar las condiciones
Optimas en el proceso de extraccion de glicésidos diterpenoides a partir de
Stevia rebaudiana, con fines de establecer un procedimiento de extraccion libre

de solventes organicos y aplicable a escala industrial.

Para las extracciones de los principios edulcorantes de la Stevia se utilizO un
digestor de acero inoxidable con un tamafio de 40 litros, en el cual fueron
controlados los dos niveles de cada variable a evaluar. Las variables
seleccionadas con sus respectivos niveles fueron Temperatura: 50 y 60°C,

Tamafo de particula: 250 y 500um, Relacion hoja/solvente: 1/10y 1/13 Kg/L.
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En este capitulo se detallan, mediante graficos y figuras los resultados obtenidos
en el tratamiento de las hojas de Stevia y las extracciones de sus principios

edulcorantes, con el fin de optimizar el proceso mediante analisis estadistico.

4.1. Deshidratacién de hojas de Stevia
Se removié un 8.78% de la humedad contenida en las hojas de Stevia
rebaudiana mediante exposicion directa a la luz solar durante 24 H, con la

finalidad de facilitar el proceso de molienda.

4.2. Obtencion de polvo de hojas de Stevia

4.2.1. Proceso de tamizaje
Para el proceso de tamizaje se obtuvieron 8Kg de polvo de Stevia, de los
cuales 4kg fueron de un tamafio de particula de 250um y 4kg de 500um,
se redujo el tamafio de particula con la finalidad de favorecer la
extraccion mediante un mayor contacto entre el material vegetal y el

solvente en el proceso de digestion.
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4.3. Digestion
Se tomé 50 ml de cada una de las 8 extracciones realizadas en el
digestor y se las utilizOo como muestra patron para ser clarificados a
escala laboratorio y analizadas por cromatografia liquida de alta

resolucion.

Figura 4.1. Muestras de las 8 extracciones obtenidas en el digestor

Elaborado por: Autores, 2015

En la Tabla 4.1 se presentan los parametros evaluados en los extractos

obtenidos en el digestor con sus respectivos codigos.
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Tabla 4.1.Parametros evaluados en las muestras de extracto crudo

pH pH OBRIX °BRIX
(10°C) (20°C) (10°C) (20°C)
M1 5,07 5,17 4,8 49
M2 5,44 5,36 5 5
M3 4,82 4,73 5 4,95
M4 5,4 5,43 4,6 4,2
M5 5,39 5,42 4 35
M6 5,34 5,33 3,8 3,95
M7 5,03 4,93 4 4,05
M8 5,33 5,27 4,2 41

Elaborado por: Autores, 2015

En las Figuras 4.3 y 4.4, se muestran los resultados de comparacion de los
grados Brix y los pH medidos a 10 y 20 °C, evidenciando que no existe un

cambio de estos parametros en funcion de la temperatura.
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Proceso de clarificacion

Precipitacion con sales

En la Tabla 4.2 se presentan las cantidades de cloruro de calcio utilizadas
en la determinacion cualitativa de clarificacidn, en la cual se determind
que el mejor tratamiento para su clarificacion fue la mezcla contenida en

20 ml de extracto crudo con 15 mg de CaClz.

Tabla 4.2. Cantidades de CaCl2 evaluadas en la clarificacion.

Volumen de extracto (ml) Cloruro de calcio CaClz (mg)

20 6
20 10
20 15

Elaborado por: Autores, 2015

Este resultado fue corroborado posteriormente mediante analisis
espectroscépico. Esta evaluacion cualitativa indicd que la dosis de mayor
remocion de color fue de 0.75 mg CaCl2/ml extracto, lo cual fue 92,5%
menor a la cantidad reportada por Giraldo y sus colaboradores, 2005, la

cual fue de 10 mg CaCl2/ml extracto.



105

Ademas, se reporta que la cantidad de cloruro de calcio adicionada al

extracto no afecta los grados Brix, pues este se mantuvo en 6.

" “‘ . 2 g e
Figura 4.4. Clarificacién con CaClz. A) extracto crudo,

B) evaluacion de CaClz C) extracto clarificado.

Elaborado por: Autores, 2015

Luego de conocer la dosis de cloruro de calcio necesaria para la
clarificacion inicial del extracto crudo se procedid a basificar la muestra
con hidroxido de calcio y evaluar de igual forma la cantidad adecuada de

sulfato de aluminio necesaria para potenciar la clarificacion.
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En la Tabla 4.3 se muestra las cantidades de sulfato de aluminio
agregadas en igual volumen de extracto acuoso para la determinacion
cualitativa y cuantitativa de clarificacion, en la misma se pueden observar
los valores de absorbancia medidos a 450nm obtenidos al finalizar el

tratamiento.

Tabla 4.3. Cantidades de Al2 (SO4)3 evaluadas en la clarificacién del

extracto

Sulfato de aluminio Al2 (SOs4)3  Absorbancia

Extracto (ml)

al 50% (ml) a 450 nm
20 0,1 2,682
20 0,2 3,871
20 0,3 2,487
20 0,4 0,560
20 0,5 2,366
20 1 2,976

Elaborado por: Autores, 2015

La mejor clarificacion y remocion de pigmentos se dio al agregar 0,4 ml

de sulfato de aluminio al extracto, el cual reporta una disminucién en el
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valor de absorbancia de 3,529 (absorbancia inicial del extracto crudo) a

0,560.

La adicién de hidréoxido de calcio a los extractos acuosos ayudd a la
remocion de color, pero afectd a la concentracion de los glicésidos en el
extracto (37). Las cantidades de 0.1, 0.2, 0,3, 0.5 y 1 ml de sulfato de
aluminio Al2 (SO4)s agregadas al extracto no tuvieron una reduccion
notable en la intensidad de color con respecto al extracto tratado con 0.4
ml de Al2 (SOa)3. En la Figura 4.5 se observa la variacion de la intensidad

de color cuando se afadieron las cantidades de sulfato de aluminio al

extracto.

I-‘-"

Figura 4.5. Evaluacion cualitativa del extracto clarificado con sales

Elaborado por: Autores, 2015
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Con los resultados previos obtenidos del andlisis espectroscopico se
escogio el extracto al cual se le afiadié 0.4ml de sulfato de aluminio por

presentar la mejor remocion de pigmentos.

La Tabla 4.4 muestra los resultados de los diferentes extractos antes y

después del tratamiento con sales en funcion del pH. Se puede evidenciar

una disminucion del pH a mayores cantidades de sulfato de aluminio.

Tabla 4.4. Variacion de pH en funcion de sales utilizadas en la clarificacion del

extracto a diferentes cantidades de Alz (SO4)3

Al2 (SO4)3

Muestra (ml) Inicial Ca(OH)2 Final
(ml) Ca(OH)2
E.C estable Al2(SO4)3
20 0,1 5,43 8,08 6,37 6,45
20 0,2 5,43 8,08 6,99 6,87
20 0,3 5,43 8,08 3,90 3,87
20 04 5,43 8,08 4,19 4,93
20 0,5 5,43 8,08 3,48 3,40
20 10 5,43 8,08 3,35 3,33

Elaborado por: Autores, 2015
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La Tabla 4.5 muestra los resultados de los diferentes extractos antes y
después del tratamiento con sales en funcion de los grados Brix, se
puede observar la disminucién de los grados Brix al realizar el tratamiento

con las sales.

Tabla 4.5. Variacion de grados Brix en funcién de sales utilizadas en la

clarificacion del extracto a diferentes cantidades de Al2 (SO4)3

Muestra (ml) Inicial Ca(OH)2 Final
Ca(OH)2
E.C estable Al2(SO4)3

20 0,1 6 5,2 5 4,1
20 0,2 6 5,2 5 4.8
20 0,3 6 5,2 4,8 4,2
20 04 6 5,2 4,6 4.5
20 0,5 6 5,2 5 5
20 10 6 5,2 6 55

Elaborado por: Autores, 2015

El resultado obtenido de la precipitacion con sales de calcio y aluminio en
funcion de pH y grados Brix se presentan mediante diagrama de barras en las

Figuras 4.6 y 4.7, se observa la variacién de pH al agregar las sales de cloruro
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de calcio y sulfato de aluminio observé que la mejor remocién de color se da con

la adicion de cantidades de sulfato de aluminio de 0.3y 0.4 ml.
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Los valores con () representan las cantidades adicionadas a la muestra

Figura 4.6. Variacion de pH en la precipitacion con diferentes
concentraciones de Alz2 (SO4)s.

Elaborado por: Autores, 2015

El resultado del analisis cuantitativo ratifica estas cantidades con porcentajes de

perdida de glicosidos entre 2 y 13 %, siendo la dosis 6ptima 0,02 ml de Al2

(SO4)3 /ml de extracto crudo con un 2,17% de reduccién de glicésidos.
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°Brix (%)

C10

Los valores con (*) corresponden a las cantidades de sulfato de aluminio adicionada a la muestra

Figura 4.7. Variacion de ° Brix de los extractos clarificados a
diferentes concentraciones de Al2 (SOa)s.

Elaborado por: Autores, 2015

Las cantidades 0.75 mg CaClz2 y 0,02ml Al2 (SO4)3z ambas por mililitro de extracto

crudo fueron utilizadas para la clarificacion del extracto total obtenidas de las 8

corridas en el digestor.

La Figura 4.8 muestra el proceso de precipitacion con sales realizado al extracto

acuoso de Stevia rebaudiana. Dosis de CaCl2 fueron afiadidas al extracto

acuoso previo tratamiento de coagulacién/floculacion. ElI Ca(OH)2 en
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proporciones medidas fue agregado al extracto hasta llevarlo a pH 8 para su

posterior tratamiento con sulfato de aluminio.

Figura 4.8. A) Preparacion del extracto crudo, B) Adicion de CaClz,

C) Coagulacién/floculacion del extracto de Stevia

Elaborado por: Autores, 2015

Luego de 24 horas los solidos en suspension se encontraron en el fondo de los
sedimentadores primario y secundario en forma de lodos como se observa en la

Figura 4.9. El extracto fue separado y almacenado.
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Figura 4.9. Precipitacion y sedimentacion de solidos en suspension del

extracto crudo.
Elaborado por: Autores, 2015

4.4.2. Clarificacion con solventes
Se adoptd como guia el método de “extraccion e aislamiento de
glicésidos en la planta de Stevia” descrito por Inamake y colaboradores,
2010, que consiste en utilizar metanol para la clarificacion del extracto

crudo.

Para la remocion de trazas de grasa y aceite las muestras de los
extractos acuosos fueron pre-tratados con 50ml de hexano cada uno y

dejados en maceracion durante 24 h como se observa en Figura 4.10.
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Figura 4.10. Tratamiento con hexano

Elaborado por: Autores, 2015

En la Figura 4.11, se observan las muestras clarificadas con solvente, las

mismas fueron sometidas a un andlisis espectroscopico.

Mo e ll\\\\\

Figura 4.11. Muestras clarificadas con solventes

Elaborado por: Autores, 2015

En la Figura 4.12 se puede observar una de las muestras clarificadas luego de
la dltima limpieza con metanol y su posterior centrifugacion. ElI metanol se

recuperd por roto-evaporacion.
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Figura 4.12. A) Muestras centrifugadas, B) muestras
clarificadas.

Elaborado por: Autores, 2015.

45. Valoraciéon colorimétrica
La valoracion colorimétrica se realizd con la finalidad de conocer el

porcentaje de clarificacion tanto en el método de precipitacion con sales

como en el método con solventes.

45.1. Barrido espectroscépico
Las muestras clarificadas por el método de precipitacion con sales y por
solventes se las someti6 a un barrido espectroscopico al igual que al
extracto crudo, con la finalidad de conocer a qué longitud de onda

mayormente se detectan las moléculas presentes en los extractos.
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En la Tabla 4.6, se muestran los valores de absorbancia a diferentes
longitudes de onda de una muestra escogida aleatoriamente (Muestra 1),
en donde se obtendra el valor de A al que el compuesto presenta la
mayor absorbancia, se evidencia que el mayor valor de absorbancia
correspondiente al extracto crudo se lee a 450 nm, esto indica la

presencia de pigmentos como clorofila y carotenoides en el mismo.

Tabla 4.6. Barrido espectroscopico de la muestra 1

450 nm 500 nm 550 nm 600 nm 645 nm

BLANCO 0,044 0,038 0,038 0,037 0,036
E.C 3,529 1,670 0,966 0,576 0,440
E.P 0,183 0,113 0,087 0,079 0,079

Elaborado por: Autores, 2015

La exploracion completa del rango de longitudes de onda fue una
herramienta precisa para seguir el curso de la remocién de compuestos
no deseados en el extracto. En la Figura 4.13, se muestra el monitoreo
espectroscopico progresivo del extracto acuoso de Stevia y del extracto

clarificado, en donde se observa la disminucion de los valores de
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absorbancia en los extractos clarificados por precipitacion con sales (EP)

con respecto al extracto crudo (EC).

Absorbancia
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Figura 4.13. Monitoreo espectroscopico progresivo de los
extractos de Stevia (crudo y clarificado

Elaborado por: Autores, 2015

4.5.2. Analisis espectroscopico de extractos tratados con sales
Para la clarificacién del extracto de Stevia se llevdé a cabo un analisis de
absorbancia, los resultados de los extractos tratados con diferentes

cantidades de sulfato de aluminio se muestran en la Tabla 4.7, los

mismos fueron medidos a 450 nm.
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Tabla 4.7. Valores de absorbancia de las muestras tratadas con sales

MUESTRA 0,1 ml 0,2 ml 0,3 ml 0,4 ml 0,5 ml 1ml

BLANCO 0,044 0,044 0,044 0,044 0,044 0,044

E. CRUDO 3,529 3,529 3,529 3,529 3,529 3,529

E.

2,682 3,871 2,487 0,560 2,366 2,976
CLARIFICADO

Elaborado por: Autores, 2015

De los resultados mostrados en la Tabla 4.8, se puede notar que el tratamiento
con 0,4 ml de sulfato de aluminio removié un 84,13% de pigmentos presentes en
el extracto crudo, con esto se corrobora la disminucion de la intensidad de color

observada en el extracto clarificado.

Tabla 4.8. Porcentaje de clarificacion de los extractos tratados con sales

Cantidad de
Al2(SO4)3 0,1 ml 0,2 ml 0,3 ml 0,4 ml 0,5 ml 1,0 ml

EREGIED

% Clarificacion 24,00 - 29,53 84,13 32,96 15,67

Elaborado por: Autores, 2015
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En la Figura 4.14, se muestra que la mejor clarificacion se dio en el extracto
cuyo contenido de la solucién de sulfato de aluminio fue de 0,4 ml, evidenciando
la mayor disminucién de la absorbancia con respecto a la absorbancia inicial del

extracto crudo.
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Los valores con (*) representan las catidades de sulfato de aluminio adicionadas a la muestra

Figura 4.14. Absorbancia medida a diferentes concentraciones de sulfato de
aluminio.

Elaborado por: Autores, 2015
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4.5.3. Andlisis espectroscopico de extractos tratados con solvente
En la Tabla 4.9, se muestran los resultados de absorbancia de las 8
muestras obtenidas en el digestor y posteriormente clarificadas con
solvente, medidas a 450 nm; en dénde se evidencia una disminucion de

los valores de absorbancia con respecto al extracto crudo.

Tabla 4.9. Absorbancia de las muestras obtenidas en el digestor y de los

extractos clarificados con solvente.

Blanco 0,044 0,044 0,044 0,044 0,044 0,044 0,044 0,044

E.Crudo 3529 3,768 3,266 3,078 2,658 3,009 3,024 2,588

E.

0,183 0,199 0,225 0,230 0,272 0,291 0,137 0,143
Clarificado

Elaborado por: Autores, 2015
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En el diagrama de barras de la Figura 4.15, se corrobora la disminucién de la
intensidad de color del extracto con la disminucién de la absorbancia. El extracto
crudo presenta un color verde oscuro y sus valores de absorbancia son
superiores a 2,588; mientras que el extracto clarificado tratado con solvente

presenta un color amarillo y valores de absorbancia menores a 0,230.
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Figura 4.15. Resultado de absorbancia de los extractos crudos y clarificados

Elaborado por: Autores, 2015
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En los resultados mostrados en la Tabla 4.10, se puede evidenciar que el
tratamiento con solventes removié entre 92,53% a 95,47% de color en los

extractos.

Tabla 4.10. Porcentaje de clarificacion de los extractos tratados con solvente

% Clarificacion 94,81 94,72 93,11 92,53 93,53 93,65 95,47 94,47

Elaborado por: Autores, 2015

La clarificacién del extracto se analizd mediante espectrofotometria UV-Visible,
en el tratamiento con sales se removié un 84% de pigmentos presentes en el
extracto crudo, mientras que el tratamiento con solventes removié alrededor de

un 94% de color en los extractos

4.6. Extraccion e aislamiento de esteviosido
Una cantidad de 50 gramos de Stevia rebaudiana pulverizada fue
utilizada para la extraccion y aislamiento del esteviosido con la finalidad
de su posterior utilizacion como estandar. Un pre tratamiento de

desengrase realizado a la muestra de Stevia con 50 ml de Hexano y
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posteriormente con 50 ml de Cloroformo, para su posterior extraccion con

agua a reflujo por 20 minutos para extraer el estevidsido

El extracto acuoso obtenido se filtré y acidificé con acido citrico hasta un
pH de 4, posterior a eso se cambio el pH a 8 con la adicion de hidroxido
de calcio para finalmente neutralizar el extracto con el acido, esto con el
proposito de potenciar la purificacion del estevidsido presente en la
solucion. El extracto tratado se lo llevd a reflujo con 2 gramos de carbéon
activado pulverizado, para una clarificacion primaria eliminando ciertos

compuestos sin interés como la clorofila.

La separacion del solido se realiz6 por filtracion al vacio con millipore de

0,22 ym como se muestra en la Figura 4.16.

Figura 4.16. Filtracién al vacio del extracto tratado con carbon activado

Elaborado por: Autores, 2015
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En la Figura 4.17 se observa el extracto concentrado en roto-evaporador, previo

a su clarificaciéon con metanol.

Figura 4.17. A) Roto evaporacion de solvente, B) Extracto concentrado

Elaborado por: Autores, 2015

A la solucidn rica en estevidsido se le agregd metanol grado HPLC con el objeto
de promover la precipitacion de compuestos en solucion que interfieren en la
pureza del esteviosido. Para acelerar el proceso de precipitacion de impurezas
se calent6 la solucién a una temperatura de 70°C y posterior a eso se bajo a
4°C, este cambio de temperatura hace que precipiten las impurezas con mayor

rapidez.

Después de 3 lavadas con MetOH la solucion rica en esteviésido se centrifugd a
5000 rpm durante 20 minutos a una temperatura de 20°C. Para la obtencion de

cristales de esteviésido la solucién se concentrd6 en un roto-evaporador y se
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evapord el solvente en un plato de calentamiento a 50°C hasta la presencia de

cristales (Figura 4.18).

Figura 4.18. A) Separacion de impurezas por centrifugacion. B) Cristales de
esteviosido obtenidos.

Elaborado por: Autores, 2015

4.7. Cuantificacion de esteviésido extraido
Para la obtencion del rendimiento de estevidsido el peso de la muestra de
hojas secas de Stevia fue de 50 g y después de aplicar el procedimiento
de aislamiento se obtuvo 1,7322 g de estevidsido, con esto el rendimiento

de estevidsido fue de 3,46 %.

. peso de estevidsido aislado
Y%esteviosido = * 100
peso de la muestra

o 1,73220 g estevidsido aislado
Yoesteviosido = 50,0141 g hojas stevia * 100
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%estevidosido = 3,46% Rendimiento

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC)

La Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC por sus siglas en
inglés) por ser un método de separacion muy sensible y precisa, fue
usada para la estimacién del contenido de glicosidos diterpenoides en las

muestras (64).

Identificaciéon de los estandares de glicosidos diterpenoides
La identificacion y cuantificacion de glicosidos diterpenoides contenidos
en los extractos fueron hechas por comparacion del tiempo de retencion y

el area del pico de la muestra con la del estandar (64).
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4.8.1.1. Identificacion de esteviésido aislado a partir de hojas de Stevia
rebaudiana.
La Figura 4.19, muestra el cromatograma reportado por el equipo
HPLC en donde se identificd un solo pico en el minuto 3,27; utilizando
el andlisis cromatografico se comprobé que los cristales aislados son
esteviosidos, pues éste glicosido tiene un tiempo de retencion de 3,3

min segun AFANDI, 2013.

Estevidsido

Figura 4.19. Cromatograma del esteviésido aislado de las hojas de Stevia

Elaborado por: Autores, 2015
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Ajuste de método de identificacion de glicésidos.

Para la identificacidon y cuantificacion de los glicsidos extraidos de las
hojas de Stevia rebaudiana fue necesario cambiar el gradiente de
elucion isocratica de AFANDI, 2013 por un gradiente lineal, el cual
refleja cromatogramas con picos bien resueltos y homogéneamente

distribuidos (80).

El gradiente lineal fue establecido con las siguientes fases moviles;
Una solucion de acetonitrilo/agua, ambos grado HPLC en una relacion
80:20 ajustado el pH a 3 con acido fosférico al 85% grado reactivo y
agua grado HPLC al 100%. El gradiente va de 0 a 100%
acetonitrilo:agua (80:20) con un tiempo ajustado de corrida de 15
minutos para estandares y posteriormente cambiado a 10,5 minutos

(80).

Para el método modificado de AFANDI se observd una mejor
precision en la identificacion de esteviésido, pues este tuvo un tiempo
de retencién 3,307 (Figura 4.20) con un porcentaje de error de 1,31%
en contraste con los resultados reportados por AFANDI vy

colaboradores.
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Figura 4.20. Cromatograma del esteviosido obtenido con el método ajustado.

Elaborado por: Autores, 2015

El estandar de Rebaudiésido A fue de Wako pure Chemical Industries, Ltd.
Japan, con CAS #:. 58543-16-1 el cual fue identificado bajo las mismas
condiciones que el estevidsido dando como resultado un tiempo de retencion de

10,09 minutos con gradiente de elucion lineal como se muestra en la Figura

4.21.
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Figura 4.21. Cromatograma del estdndar de rebaudiosido A

Elaborado por: Autores, 2015

Una vez ajustado el método en el HPLC e identificados los glicésidos de interés
(esteviosido y rebaudiosido A), se procedié a una evaluacion por comparacion
espectral de una muestra de extracto de Stevia lavada para conocer la

presencia o ausencia de los glicosidos.
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La muestra analizada dio como resultado un cromatograma en el cual

aparecieron tres picos (Figura 4.22). Los picos 2 y 3 cercanos al tiempo de

retencion de los estandares mientras que el primer pico se detectd antes.
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Figura 4.22. Cromatograma de una muestra clarificada con solventes

Elaborado por: Autores, 2015

Para la identificacion de glicosidos presente en la muestra se hizo una sobre

posicion de los cromatogramas de los estandares y la muestra tomada mediante

el software Total Navigator instalado en el equipo de HPLC, dando como

resultado que los picos 2 y 3 corresponden a los glicésidos: esteviosido y
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rebaudiésido A respectivamente, mientras que el pico 1 se lo consider6 como

impureza debido al tratamiento aplicado en el proceso de lavado (Figura 4.23).
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Figura 4.23. ldentificacién de compuestos por comparacion espectral de

estandares y muestra

Elaborado por: Autores, 2015
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En la Tabla 4.11 se muestran los tiempos de retencién de los estandares
reportados por el equipo HPLC en comparacion con el valor reportado por

Afandi, 2013.

Tabla 4.11. Tiempo de retencion de estandares mediante el método modificado

de Afandi y colaboradores.

Estandar de estevidésido

Estandar de rebaudidsido A 10,09 -

Elaborado por: Autores, 2015

4.8.2. Cuantificacion de glicésidos diterpenoides

482.1. Curvade calibracién de estevidsido
Para la realizacion de la curva de calibraciéon del esteviésido se
prepard una solucion madre de 5000ppm, de las cuales se hicieron

disoluciones progresivas de 4000, 3000, 2000 y 1000 ppm.
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Las 5 soluciones estandares fueron filtradas a través de filtros
millipore de 0,22um, puestas en viales de 2ml y analizadas mediante

HPLC. Los resultados obtenidos se muestran enla Tabla 4.12.

Tabla 4.12. Area de estandares reportada por HPLC

1000 11040600,65
2000 13081278,67
3000 15121897,32
4000 16349202,44
5000 19407649,33

Elaborado por: Autores, 2015

En la Figura 4.24 se muestra la curva de calibracion del esteviosido graficada a
partir de los datos obtenidos del analisis cromatografico en el HPLC. El
comportamiento lineal de los datos se comprobé con el coeficiente de

correlacion de Pearson de 0,992.
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Figura 4.24. Curva de calibracién del esteviosido

Elaborado por: Autores, 2015

Las muestras obtenidas de las corridas en el digestor fueron analizadas por
HPLC. Los resultados del andlisis cromatografico y la cuantificacion del
contenido de esteviosido mediante la curva de calibracion se muestran en la

Tabla 4.13.
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M1 12522411,44 1726,164579
M2 15741347,21 3303,610313
M3 11834056,66 1388,834977
M4 12521802,34 1725,866088
M5 12479484,72 1705,128256
M6 13517717,76 2213,916378
M7 11091389,99 1024,889733
M8 15701969,75 3284,313315

Elaborado por: Autores, 2015

4.9. Andlisis estadistico del disefio factorial- experimental

Se utilizé la funcidén estadistica Disefio De Experimentos (DOE por sus

siglas en inglés) del programa Minitab 2015 para generar el Disefio

Factorial completo

-Experimental de 2 niveles con 3 factores. En la Tabla 4.12, se muestra
el disefio experimental utlizado junto con el resultado de la

concentracion de esteviésido obtenido de la curva de calibracion.
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Tabla 4.14. Disefio factorial completa generada con la funcion estadistica DOE

Tamaio
Relacién Concentracion
Orden Orden Temperatura de
hoja:solvente esteviosido
Est Corrida °C particula
Kg/L ppm
pm
M2 1 60 250 1:10 3303,61
M5 2 50 500 1:13 1705,13
M7 3 60 500 1:10 1024,89
M3 4 50 500 1:10 1388,83
M1 5 50 250 1:10 1726,16
M8 6 60 500 1:13 3284,31
M6 7 60 250 1:13 2213,92
M4 8 50 250 1:13 1725,87

Elaborado por: Autores, 2015

El analisis estadistico de optimizacion se realiz6 en base a la concentracion de
esteviésido contenidas en las muestras, calculadas a partir de la curva de

calibracion graficada con los datos obtenidos del analisis cromatografico.
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En la Figura 4.25 se muestra la grafica normal de efectos obtenida mediante el
analisis del disefio factorial completo en DOE, grafica en la cual se identificaron
3 tipos de efectos significativos, la combinacion BC es el efecto tamafio de
particula: relacion hoja solvente, el efecto A referente a la temperatura y el

efecto ABC la combinaciéon de los tres factores.
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Figura 4.25. Efectos significativos en la optimizacion de la extraccion
Elaborado por: Autores, 2015

El diagrama de Pareto (Figura 4.26) indico que el término BC correspondiente a
los factores de Tamafio de particula y Relacion hoja: solvente, tuvieron el efecto

de mayor relevancia en la concentracidén de estevidsido extraido.
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La temperatura no se descartd dentro de los efectos que influyeron en la
concentracién de esteviosido pues fue el segundo factor de relevancia, sin

embargo no fue evaluado en los analisis de interacciones.

El término ABC a pesar de ser uno de los efectos significativos y contener los 3
factores de disefio, Temperatura, Tamafio de particula y Relacion hoja: solvente;
fue descartado debido a que en el presente proyecto se busca la combinacion

de factores de mayor relevancia en la concentracion de glicosidos extraidos.
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Figura 4.26. Diagrama de Pareto para la interaccion entre las variables A, B, C

Elaborado por: Autores, 2015
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La funcion estadistica DOE analizd el término de mayor relevancia en la
concentracion de esteviosido reportado en el diagrama de Pareto. Los
resultados de los efectos principales en funcibn de la concentracion de
esteviosido se observan en la Figura 4.27. El tamafio de particula presentd un
efecto negativo en funcion de sus niveles analizados, debido a que la
concentracion de esteviosido disminuye al cambiar el nivel del factor, a
diferencia del factor relacion hoja: solvente que presenté un efecto positivo en la
concentracion de estevidsido extraido. Los resultados de las medias obtenidas y

sus efectos simples se muestran en la Tabla 4.15.

Tabla 4.15. Medias obtenidas y sus efectos simples

Promedio Tamarfo de particula Relacién hoja: solvente
Efecto alto 1852,14 2234,44
Efecto bajo 224450 1859,32

Efecto 392,36 375,12

Elaborado por: Autores, 2015
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Figura 4.27. Resultados de los efectos principales en funcién de la

concentracion de estevidsido.

Elaborado por: Autores, 2015
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El andlisis de interaccion del término de mayor relevancia BC demostrd que el

comportamiento de la interaccion entre el factor tamafio de particula y relacion

hoja: solvente fue inverso. De esta manera para reportar la concentracion de

estevidsido en funcion del “tamafio de particula” es necesario establecer el nivel

del factor “relacion hoja: solvente”, Figura 4.28.
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Figura 4.28. Interaccidén de los efectos principales: Tamafio de particula y

relacion hoja/solvente
Elaborado por: Autores, 2015

4.10. Optimizacion de factores
Para determinar las condiciones 6ptimas de extraccion de glicésidos

diterpenoides se cuantific6 mediante andlisis estadistico los factores mas

significativos y que presentaron una interaccién inversa.
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En la Figura 4.29, se presentan los resultados de la concentracion de
esteviosido en funcibn de sus factores significantes: Relacion
Hoja/solvente y Tamafio de particula.
La combinacion oOptima de extraccion se evidencia en los valores de
250um de tamafo de particula y 1/10 Kg/L de relacién hoja: solvente

con una concentracion maxima de 2514,89 ppm de esteviésido como

1963,89 2454,72

1:13
Relacidn hojgsolvente

2514,89 120686

1:10
250 500
Tamafio de particula
Relacién hoja: solvente (Kg/L). Tamafio de particula (pm)

Figura 4.29. Variacion de concentracion de esteviosido segun niveles

de tamafo de particula y relacion hoja/solvente

Elaborado por: Autores, 2015
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Con las condiciones anteriomente descritas se procedié a analizar el
segundo factor de significancia para conocer el efecto que tiene en
funcion de los parametros obtenidos, si el efecto influye en la
concentracion de estevidsido extraido y el rango en el que estaria si se

llegase a tomar dentro de los factores relevantes.

La Figura 4.30 muestra la grafica de contorno de temperatura frente a los
factores Optimos encontrados. Se evidencid que al nivel alto de
temperatura y manteniendo el tamafio de particula en 250um, la relacion
hoja/ solvente en 1/10 Kg/L, existe un incremento en la concentracion de

esteviodsido.

Se considerd la temperatura como un factor de relevancia debido a que
reportd una concentracion de estevidsido mayor a los 3000 ppm en
contraste con lo reportado al considerar los factores de tamafio de

particula y relacion hoja: solvente.
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C. estevidsido

= 1500

1500 — 2000

I 2000 - 2500
I 500 - 3000
. = 300D

Valores de retencidn
Relacidén hoja:sclvente -1

Rango de temperatura

-1,0 4

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Rango de tamafo de particula

Los rangos de temperatura y tamaiio de particula representan los valores trabajados
Temperatura: -1,0=50°C, 1,0=60°C Tamafio de particula: -1,0=250pm, 1,0=500pm
Concentracion de estevidsido (ppm), Relacidn hoja:solvente: -1=1/10 Kg/L

Figura 4.30. Efecto de la temperatura sobre el tamafio de particula y su
niver mas bajo de relacion hoja/solvente

Elaborado por: Autores, 2015

Los resultados obtenidos fueron validados mediante el optimizador de respuesta
de la funcion estadistica DOE, resultado que se muestra en la Figura 4.31,
donde se observa que la temperatura alcanzé un resultado maximo de 3303,61

ppm de estevidsido extraido.
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Los rangos de temperatura y tamafio de particula respresntan los valores trabajados
Temperatura: -1,0=50°C, 1,0=60°C. Tamafio de particula: -1,0=250pm, 1,0=500pm
Concentracidn de estevidsido (ppm), relacidn hoja solvente: 1=1/13 Kg/L

Figura 4.31. Efecto de la temperatura sobre el tamafio de particula y su niver

mas alto de relacién hoja/solvente

Elaborado por: Autores, 2015
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Relacion
1:13
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1:10
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0,76787

C. estev
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vy = 3303,6103
d = 0,76787

Nota: Las unidades de temperatura °C, tamafio de particula en um y la relacién

hoja solvente en Kg/L.

Figura 4.32. Respuesta optima en funcion de los tres factores: Temperatura,

tamafio de particula y relacion hoja/solvente

Elaborado por: Autores, 2015
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Figura 4.33. Segunda respuesta 6ptima en funcién de los tres factores:

Temperatura, tamafo de particula y relacion hoja/solvente

Elaborado por: Autores, 2015

Los pardmetros Optimos de extraccion de estevidsido como glicésidos,
obtenidos mediante disefio factorial completo con un 76,79% de conveniencia se

muestran en la Tabla 4.16.
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Tabla 4.16. ParAmetros 6ptimos en la extraccién de estevidsido

Tamano de Relacion Concentracion

Temperatura particula Hoja:solvente  Estevidsido

VALORES °C pHm Kg/L ppm
Optimos 60 250 1:10 3303,61
Cercanos 60 250 1:13 3284,31

Elaborado por: Autores, 2015

4.11. Discusion
El presente trabajo consisti6 en generar conocimiento tecnolégico de
innovacion para que pueda ser tomado como referente con miras hacia la
industrializacién. De esta manera se evalud los mejores pardmetros en la
extraccion de glicosidos diterpenoides de la Stevia con la finalidad de
determinar la respuesta optima en funcién de la cantidad de compuesto
de interés, para esto se realiz6 un proceso sistematico que a continuacion

se discute del porqué de su importancia en el presente trabajo.

La deshidratacion de las hojas de Stevia en el presente proyecto fue de
gran importancia debido a que en condiciones de bajo contenido de

humedad las propiedades de los glicésidos se mantienen, sin embargo
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seria de gran interés evaluar la estabilidad de los glicosidos en hojas
verdes no deshidratadas directamente en la extraccion de sus principios

edulcorantes.

Si no existiera una diferencia significativa del contenido edulcorante entre
las hojas deshidratadas y no deshidratadas se evitaria el proceso de
secado de las hojas de Stevia disminuyendo gastos y tiempo, es decir de

la recoleccion podria pasar a la extraccion.

El proceso de trituracion del material vegetal fue importante puesto que
redujo la densidad aparente de las muestra, lo cual implica un menor
espacio de almacenamiento ademas de mejorar el contacto de la muestra

con el solvente y mejorar la cinética de digestion.

Se eligio la extraccion de los principios edulcorantes mediante la digestion
debido a que esta se maneja en rangos de temperatura mayores a la
temperatura ambiente y menores o iguales a 60 °C, segun reporta Afandi
(2013), a partir de temperaturas mayores a 60°C puede ocurrir la
oxidacion de glicésidos vy la presencia de compuestos no deseados los

cuales potencian el sabor amargo del esteviosido.
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El cloruro de calcio se utiliz6 para la remocion de color en el extracto
acuoso debido a que esta NO influye en la cantidad de glicésidos
(Giraldo, 2005). La determinacion de la mejor cantidad de sal en la
remocion de color se establecio en 0.75 mg CaClz2/ml extracto, lo cual
resulté ser un 92,5% menor a la cantidad de sal reportada por Giraldo, sin
embargo esto posiblemente se debe al tiempo de digestién que se utilizo,
pues segun Afandi (2013), a partir de 1,5 horas de contacto hoja-solvente

se extraen compuesto no deseados como pigmentos.

La medicion del pH en el proceso de clarificacion mediante hidréxido de
calcio y sulfato de aluminio influye en la concentracién de glicésidos lo
cual es confirmado por Giraldo y sus colaboradores (2005) debido a que

al precipitar las sales parte de los glicésidos también precipitan.

De igual forma la medicion de grados Brix ayudé a determinar que la
dosis Optima de clarificacion por precipitacion con sales es 0,4 ml de

sulfato de aluminio.

Los resultados del barrido espectroscépico mostraron que la mejor

longitud de onda al que se detecta tanto el extracto crudo como sus
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demds extractos tratados fue de 450 nm. El analisis de los valores de
absorbancia de las muestras medidas a esa longitud de onda, revelaron

los porcentajes de clarificacion de cada tratamiento.

La dosis Optima utilizada en la precipitacion con sales tuvo un 84,13% de
clarificacion con una reduccién del 2,17% de glicésidos, esto fue debido a
la variacion de pH mediante el uso de hidréxido de calcio ya que este,
segun Giraldo (2005), reduce la cantidad de glicésidos en solucidon

haciendo precipitar junto con otras impurezas.

La clarificaciéon con solventes en contraste con el método de clarificacién
con sales, tuvo mejores resultados. Las muestras de los 8 extractos
tuvieron porcentajes de clarificacion desde 92,53 hasta 95,47%, estos
resultados son comparables con lo reportado por Adari (2012), el cual
utilizé ultrafiltracion para la clarificacion del extracto, alcanzando a

remover del 80-90% de pigmentos.

La cromatografia liquida de alta resolucion fue una técnica utilizada por
ser muy precisa y bastante sensible en el analisis de muestras acuosas

(80), debido a esto se pudo identificar el compuesto aislado de interés.
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Se ajustd el método de Afandi (2013) debido a que en las condiciones de
operacion no identific6é los dos compuestos de interés, esteviosido y
rebaudiosido A, sin embargo al aplicarle un gradiente lineal la separacion
de compuestos fue notable, esto se debe a que en gradiente con elucion
lineal combina de manera progresiva los solventes utilizados para la
cromatografia dando asi una mejor resolucion en los cromatogramas

obtenidos.

En el presente proyecto se identifica tanto esteviosido como rebaudidsido
A presente en las muestras de extractos clarificados dejando evidencia la
extraccion de estos glicésidos, sin embargo no se reporta el rebaudiésido
A de manera cuantitativa debido a que en las muestras de los extractos

las impurezas interfirieron de gran manera en la cuantificacion del mismo.

El disefio experimental generado por la funcion DOE fue de forma
aleatoria, lo cual hizo que las respuestas obtenidas tengan un mejor

andlisis estadistico.
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Se encontraron 3 tipos de efectos que fueron significativos en la
extraccion de (glicésidos diterpenoides mediante digestion. La
combinacion del tamafio de particula con la relacién hoja solvente, la
temperatura y la combinacion de los tres factores evaluados. Esta
significancia de los tipos de efectos se discutieron mediante un diagrama
de Pareto el cual mostré que el efecto tamafio de particula - relacion hoja
solvente fue la de mayor relevancia, por lo cual estos dos parametros
estudiados definirian una respuesta 6ptima, sin embargo el segundo
efecto fue la temperatura, la cual no se descartd puesto que hay un
reporte de Giraldo (2005), que afirman que si tiene influencia en una

extraccion acuosa.

La grafica de efectos principales tales como tamafio de particula y
relacion hoja/solvente, mostré0 un efecto negativo en la concentracion de
esteviosido al cambiar los niveles estudiados del tamafio de particula,
mientras que el efecto de la relacién hoja solvente dio un efecto positivo,
esto puede ser debido a que los efectos influyen directamente en la
superficie de contacto, en la extraccibn y en la solubilidad de los
glicésidos, en el solvente, de manera que los glicésidos pueden llegar a

saturar la solucion.
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Al evaluar la interaccién de los dos principales efectos se mostré que la
interaccion fue inversa lo cual indica claramente una dependencia de un
factor con otro y esto repercute directamente en la concentracion de

estevidsido extraido como lo presento inicialmente el diagrama de Pareto.

La optimizacion del proceso de extraccion de estevidsido evaluando 2
niveles de 3 factores proporciond un conjunto de posibles combinaciones,
siendo la combinacién de relacién hoja solvente de 1:10 y con tamafio de
particula de 250 micras aquella que proporciond la mayor concentracion
de estevidsido extraido (2514,89 ppm), sin embargo, la combinacion de
relaciéon hoja solvente de 1:13 y tamafio de particula de 500 micras

proporciond la respuesta cercana al 6ptimo 2494,72 ppm.

A pesar de los pardmetros Optimos obtenidos mediante un andlisis del
disefio factorial previo, se evalud la influencia de la temperatura sobre los
parametros Optimos establecidos mediante un analisis de contorno,
dando como resultado un interesante valor de su influencia, el cual fue

mayor a 3000 ppm.
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Con los resultados optimos y la influencia significativa de la temperatura
se utiliz6 el optimizador de respuesta para determinar de manera
definitiva el conjunto de condiciones que proporcionan la respuesta

maxima de concentracion de estevidsido.
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CAPITULO5. CONCLUSIONES Y

RECOMENDACIONES

Conclusiones
El proceso de secado es importante ya que permite utilizar menos

cantidad de solvente para obtener la mayor concentracion de estevidsido

en el proceso de extraccion.

Los extractos crudos obtenidos de las 8 corridas en el digestor no
mostraron un cambio significativo en la concentracion de glicésidos y pH

con respecto a la temperatura de almacenamiento.
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En el tratamiento de precipitacion con sales se evidencia una alta
remocion de pigmentos utilizando cloruro de calcio, hidroxido de calcio y

una soluciéon de sulfato de aluminio.

En la determinacibn del porcentaje de clarificacion se utilizé
espectrofotometria UV-VIS, la misma que presenta una disminucién clara
en los valores de absorbancia de los extractos clarificados, los extractos
tratados con metanol presentaron un 10% de mayor remocion de
pigmentos a diferencia de los extractos tratados con sales, por lo que se
puede concluir que el mejor auxiliar alimentario para esta etapa del

proceso es el metanol.

El cromatograma obtenido del estevidsido aislado mediante el tratamiento
de purificacion con metanol, no presentd otros picos, ademas del
correspondiente al esteviosido cuyo tiempo de retencion fue al minuto
3,30, lo que indica que el método de purificacion empleando metanol fue

el adecuado.

Se realiz6 la determinacion de los parametros éptimos como temperatura,

tamafo de particula y relacion hoja solvente y se encontré que es posible
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obtener una mayor concentracion de estevidsidos (3303,61 ppm)
empleando condiciones de proceso de: Temperatura de 60 °C, tamafo de

particula de 250 um y relacién hoja/solvente 1/10 Kg/L.

Se disefid un experimento factorial 23, estableciendo como variables
independientes el tamafio de particula, la temperatura y la relaciéon
hoja/solvente, con la finalidad de asegurar que en el proceso de
extraccion nos dio una sefal de respuesta maxima; en nuestro caso la se

obtuvo la mayor concentracién de glicosidos.

Recomendaciones

Se recomienda que el proceso de molienda y tamizaje se realice en

equipos cerrados debido al gran desprendimiento de material particulado.

Continuar con la extraccion y optimizacion en las etapas 2 y 3 del proceso
descrito en el presente trabajo, siguiendo el modelo de Afandi (2013), el
cual indica que en la tercera extraccién la muestra de Stevia se agota

completamente.
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Es recomendable medir las trazas de metanol después de realizar el

método de clarificacidén con solventes.

Optimizar el proceso de clarificacion aplicando tecnologia de ultrafiltracion
y nanofiltracion y ademas, evaluar el porcentaje de clarificacién obtenido
con las tecnologias antes descritas frente a los métodos de clarificacion

tanto por precipitacién con sales como con solventes.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Elucién isocrética: composicion constante de la fase movil.

Elucién con gradiente lineal: los distintos analitos son eluidos con incremento

de la composicion de la fase movil en la fase orgénica.

Extraccion por reflujo: extraccion continua a temperaturas cercanas a la
temperatura de ebullicion del disolvente realizada generalmente en un equipo

soxhlet.

Serie eluotrépica: es un listado de varios compuestos ordenados segun su
poder de elucién para un adsorbente dado. Tales series son Utiles para
determinar los disolventes necesarios en la cromatografia de una mezcla de

compuestos quimicos.
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ANEXOS

ANEXO | - Preparacion de las hojas de Stevia

Figura A.1. 1. Preparacion de las hojas de las hojas de Stevia A) Deshidratacion
B) Molienda C) Tamices utilizados D) Tamafio de particula de 200 um D)
Tamafio de particula de 500 um

Elaborado por: Autores, 2015
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ANEXO Il — Proceso de extraccion de glicésidos

diterpenoides

Figura A.2. 1. Extraccion de glicésidos diterpenoides vy filtracion progresiva:
A) Digestion B) Control de temperatura C) Filtracion con tela D) Filtro
compuesto por gasa y papel filtro) E) Filtracion del extracto crudo

Elaborado por: Autores, 2015
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ANEXO Il = Clarificacion por precipitacion con sales

Figura A.3. 1. Clarificacion del extracto crudo: A) Agregando CaClz y Ca (OH)2
B) Dosificacion de Al2 (SO4)3 en los sedimentadores C) Precipitacion de los
floculos

Elaborado por: Autores, 2015
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ANEXO IV - Proceso de purificacion a nivel de

laboratorio

=|

Figura A.4. 1. Pruebas de extracciones realizadas en el laboratorio: A) Pesando
las hojas trituradas B) Hojas de Stevia trituradas C) Digestion D) Filtracién
Elaborado por: Autores, 2015
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Figura A.4. 2. Clarificacion por precipitacion con sales: A) Extracto crudo B)
Medicién de pH C) Extracto al cual se le afiadié CaClz y Ca (OH)2 D) Extractos
con Alz (SO4)3 E) Centrifugacién a 14000 rpm F) Microtubos donde se observa
la remocion de color a diferentes concentraciones de sulfato de aluminio
G) Extracto clarificado H) Extracto crudo vs Extracto clarificado.

Elaborado por: Autores, 2015



167

Figura A.4. 3. Clarificacion con solventes: A) Pre-tratamiento con hexano B)
Adicion de metanol y posterior centrifugacion C) Muestra Clarificada E)
Extractos clarificados F) Centrifuga Thermo Scientific 1R

Elaborado por: Autores, 2015
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ANEXO V - Obtencidén de estevidsido purificado

Figura A5. 1. Obtencién de estevidsido puro: A) Precipitacién de impurezas con
metanol B) Muestras centrifugadas C) Recuperacion de solvente D) Cristales de
Estevidsido.

Elaborado por: Autores, 2015
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ANEXO VI - Cuantificacion de esteviosido en los

extractos

Figura A6. 1. A) Viales con las muestras de extracto clarificado para analizar en
el HPLC B) Equipo de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)
Elaborado por: Autores, 2015
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