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RESUMEN 

TÍTULO: ESTUDIO DEL PROCESO DE EXTRACCIÓN SÓLIDO-LÍQUIDO DE 

GLUCÓSIDOS A PARTIR DE STEVIA REBAUDIANA* 

AUTOR: Ivan Darío Luna Santander**  

PALABRAS CLAVE: Glucósidos de Stevia, Extracción Sólido-Líquido, Stevia 

Rebaudiana, Escalamiento. 

DESCRIPCIÓN: 

De la hoja de Stevia Rebaudiana se obtiene un extracto natural sin contenido 
calórico, el cual contiene una serie de sustancias denominadas glucósidos, 
caracterizados por presentar sabor dulce entre 200 y 300 veces mayor al de la 
sacarosa. Actualmente, la Unidad de Investigación y Desarrollo en Alimentos 
(UNIDA) del Instituto Tecnológico de Veracruz (ITV), México, evalúa la extracción 
convencional sólido-líquido para la obtención de los glucósidos de la hoja de 
Stevia Rebaudiana. Sin embargo, no tienen una metodología para determinar el 
contenido total de los glucósidos presentes en la hoja seca y no existen reportes 
claros de las condiciones adecuadas para la extracción. Por lo que es necesario 
estudiar el proceso de extracción sólido-líquido de glucósidos a partir de Stevia 
Rebaudiana y la influencia de las variables de proceso en los rendimientos de 

extracción. 

Por lo tanto, se planteó una metodología de extracción para determinar el 
contenido de glucósidos presentes en la hoja de Stevia, mejorando el proceso 
utilizado por la  UNIDA del ITV, encontrándose un contenido promedio de 23,14% 
p/p (g de glucósido extraído/100 g de hoja seca). También se evaluó 
experimentalmente la influencia de las variables temperatura y  tiempo sobre los 
rendimientos de extracción de glucósidos presentes en la hoja de Stevia, 

alcanzándose un rendimiento de extracción de 63,93% (g glucósidos extraídos en 
la hoja seca/ g de glucósidos totales en la hoja seca). Lo anterior a una 
temperatura de 30 °C, bajo agitación magnética durante 15 min. Por último, se 
propuso un diseño conceptual para el escalamiento del proceso de extracción del 
laboratorio de Bioprocesos de la UNIDA del ITV, a través de un método basado en 
la similitud, para una solución de 0,015 m3 (con un factor de escala de 75), 
utilizando un agitador mecánico tipo Rushton. 
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ABSTRACT 

TITLE: STUDY OF THE PROCESS OF SOLID-LIQUID EXTRACTION OF 

GLYCOSIDES FROM STEVIA REBAUDIANA* 
 

AUTHOR: Ivan Darío Luna Santander**  

KEYORDS: Stevia Glycosides, solid-liquid extraction, Stevia Rebaudiana, Scaling. 

DESCRIPTION: 

From Stevia Rebaudiana leaves obtains a natural extract without caloric content, 
which contains a series of substances called glycosides, characterized by having a 
sweet taste, 200 to 300 times greater than the sucrose. Currently, Unidad de 
Investigacion en Desarrollo de Alimentos (UNIDA) of the Instituto tecnologico de 
Veracruz (ITV), Mexico, evaluates the conventional solid-liquid extraction to obtain 
the glycosides from the Stevia Rebaudiana leaf. However, they do not have a 
methodology to determine the total content of the glycosides in the dry leaf and 
there are no clear reports of the conditions suitable for the extraction. Therefore, it 
is necessary to study the solid-liquid extraction process of glycosides from Stevia 
Rebaudiana and the influence of the process variables on the extraction yields. 
 
Therefore, an extraction methodology was used to determine the content of 
glycosides present in Stevia leaf, improving the process used by UNIDA, with an 
average content of 23.14% w/w (g of extracted glucoside/ 100 g dry leaf). The 
influence of the variables like: temperature and time, on the glycoside extraction 
yields in the Stevia leaf was also evaluated experimentally, reaching an extraction 
yield of 63.93% (g glucosides extracted in the dry leaf / g of total glycosides in the 
dry leaf), at a temperature of 30 °C, under magnetic stirring for 15 min. Finally, a 
conceptual design was proposed for the scaling of the extraction process of the 
UNIDA Bioprocess Laboratory, using a scaling method based in similarity for a 
0.015 m3 solution (with a scale factor of 75), using a Rushton mechanical stirrer. 
 

 

 

_____________________________ 

 

 

 

*Undergraduated Proyect 
**Physical and Chemical Engineering´s Faculty. School of Chemical Engineering. Food Science 
and Technology Research Center. Advisor: Carlos Jesús Muvdi Nova, Chemical Engineer, M.Sc., 
Ph.D. Investigation Unit of Food Research and Development. Codirector: Beatriz Torrestiana 
Sánchez. Biochemical Engineer, M.Sc., Ph.D. 

Con formato: Español (Colombia)



11 
 

PRESENTACIÓN DE LA UNIDAD DE INVESTIGACIÓN UNIDA DEL ITV. 

En el Instituto Tecnológico de Veracruz, México, se encuentra la Unidad de 

Investigación y Desarrollo de Alimentos (UNIDA) la cual es un centro de 

investigación donde se realizan trabajos y desarrollo de alto nivel en las áreas de 

alimentos y biotecnología. En éste se encuentra el Laboratorio de Bioprocesos 

dirigido por la Doctora Beatriz Torrestiana Sanchez [1] quien fue la tutora del 

proyecto durante la estancia. 

La Doctora Beatriz Torrestina posee Maestría en Biotecnología de la Universidad 

Autónoma de México (UNAM) y Doctorado en Ingeniería Química de la Université 

Laval, Qebec, Canadá. Su interés en investigación se centra en la ingeniería de 

bioprocesos para la producción de metabolitos de interés comercial. Esto incluye 

la ingeniería de procesos de separación por membranas aplicados a: la 

recuperación, concentración y purificación de productos biológicos, la clarificación 

y concentración de extractos de plantas y jugos de frutas, la esterilización y 

producción de emulsiones nutricionales, la purificación y tratamiento de aguas y la 

separación y purificación de biocombustibles [2].  
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INTRODUCCIÓN 

La Stevia Rebaudiana también conocida como "Ka'a He'e" o "Yerba dulce" es un 

arbusto de la familia Asteráceas, nativa de la sierra de Amambay en Paraguay y el 

estado de Mato Grosso di Sul en Brasil [3]. De sus hojas se extrae una serie de 

moleculas denominadas glucósidos, caracterizados por presentar sabor dulce, 

entre 200 y 300 veces mayor al de la sacarosa [4]. Dicho extracto es natural y libre 

de colesterol, constituido por ocho glucósidos; steviolbiosido, rebaudiósido B, 

rebaudiósido E, rebaudiósido F, esteviósido, rebaudiósido A, rebaudiósido C y 

dulcósido. Todos tienen en común una aglicona denominada Steviol, pero su 

constituyente glucosídico asociado difiere, tal como se muestra en la Figura 1. Los 

glucósidos principales son: esteviósido (4-13%, peso seco), rebaudiósido A (2 – 

4%, peso seco), rebaudiósido C (1 – 2%, peso seco) y dulcósido A (0,4 – 0,7%, 

peso seco) (Periche, Castelló & Hereida, 2015), de los cuales los dos primeros 

dan el efecto endulzante con sabor amargo [5].   

 

 

Figura 1. Estructura molecular de los principales glucósidos de las hojas de Stevia 

Rebaudiana [5]. 
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El extracto de la hoja es un endulzante natural sin contenido calórico, de allí su 

importancia, con propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladoras, antivirales, 

antihipertensivas, antihiperglicemicas y antitumorales [6,7]. Igualmente, estudios 

toxicológicos han mostrado que no tiene efectos mutagénicos, teratogénicos, 

cancerígenos y tampoco se han observado reacciones alérgicas con su uso [3]. 

Esto muestra la ventaja de la Stevia sobre otros endulzantes, lo que la convierte 

en el sustituto más adecuado de la sacarosa [3] y edulcorantes sintéticos 

utilizados en pacientes con enfermedades relacionadas al metabolismo del azúcar 

[8]. Esto generó un aumento en la demanda a una tasa del 10% al 20% anual [9], 

por lo cual, su cultivo se ha expandido alrededor del mundo, principalmente en 

China, Paraguay, Kenia, Estados Unidos, Vietnam, Brasil y México [9]. 
 

En la extracción de compuestos a partir de las hojas de Stevia existen procesos 

clásicos y novedosos como: adición de un agente quelante seguido de una 

cristalización [10], extracción con agua seguido de centrifugación y tratamiento con 

hidróxido de calcio [11], intercambio iónico para remover las impurezas del 

extracto de Stevia seguido de adición de metanol [12], adsorción con adsorbentes 

poliméricos [13], floculación junto con una precipitación, ultrafiltración y separación 

por membranas, extracción asistida con microondas y separación por medio de 

fluidos supercríticos [6,14,15]. Varios de los procesos nombrados toman 

demasiado tiempo, son complejos y costosos. El reto consiste en obtener el mayor 

porcentaje de extracción al aplicar aquel que a condiciones controladas requiera 

menor gasto energético y de recursos. 
 

Actualmente, la Unidad de Investigación y Desarrollo en Alimentos (UNIDA) del 

Instituto Tecnológico de Veracruz (ITV), México, evalúa la extracción convencional 

sólido-líquido para la obtención de los compuestos endulzantes de la hoja de 

Stevia Rebaudiana, sin embargo, no existen reportes claros de las condiciones 

adecuadas para la extracción. El proceso evaluado presenta inconvenientes como 

la retención de una cantidad importante de glucósidos (Esteviósidos y 

Rebaudiósido A) en las hojas gastadas durante la primera etapa de extracción, 
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teniendo un porcentaje de extracción aproximado del 80% [16]. En la Tabla 1 se 

muestran varios trabajos realizados, la técnica que emplearon y las condiciones en 

las que trabajaron, evidenciando la variedad de condiciones que se han 

investigado.  
 

Adicionalmente, no se tiene definido un método para la cuantificación de 

glucósidos totales en la hoja de Stevia. Se ha considerado que la mayor extracción 

de glucósidos se obtiene por el método convencional asistido por ultrasonido [16]. 

Esto es importante para definir el rendimiento total del proceso de extracción. Por 

lo tanto, se requiere una alternativa económica para la extracción de glucósidos, 

que tome poco tiempo, minimice los recursos humanos y la exposición al medio 

ambiente, [7,16]. Con la intención de llevar la extracción a una escala industrial, es 

necesario estudiar y proponer un método para cuantificar el contenido total de los 

glucósidos presentes en la hoja seca y mejorar la eficiencia del proceso de 

extracción que se usa actualmente, junto con un diseño conceptual para su 

escalamiento. Por lo tanto, se consideró el proceso trabajado en la UNIDA y 

aquellos reportados por la literatura, tales como: extracción sólido - líquido, 

extracción convencional asistida con ultrasonido o microondas, entre otros. Estos 

permiten a determinadas condiciones un alto rendimiento en la extracción, 

aumentando la eficiencia global.  
 

Varios autores han comparado las técnicas de intensificación con respecto a las 

técnicas convencionales, determinando que independientemente del método 

empleado para extraer los glucósidos de la Stevia, una mayor cantidad de 

solvente aumenta el intercambio de materia y mejora el rendimiento de la 

extracción [18]. También se determinó que la presión no genera un efecto 

importante en la concentración de los glucósidos y que el aumento de la 

temperatura beneficia el rendimiento de extracción [19].  
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Tabla 1.Técnicas de extracción utilizadas por diversos autores para la extracción de 
glucósidos de Stevia [16]. 

 

Revisando la literatura, se determina que de la extracción convencional asistida 

con ultrasonido y la asistida con microondas, esta última fue quien tuvo mayor 

recuperación, sin embargo, el uso de temperatura mayor, mayor potencia y  mayor 

tiempo provoca la degradación de los compuestos de interés, disminuyendo los 

rendimientos de extracción [20]. También se demostró que el proceso por 

ultrasonido presenta una mayor velocidad de extracción y alcanzó su máximo 

después de 20 min, obteniendo una cantidad similar en el porcentaje de extracción 

que con maceración y el método convencional a 24 h  [7, 18]. Se encontró que los 

mejores solventes son el agua y los alcoholes metanol y etanol, lo anterior dado 

que los glucósidos contienen grupos hidroxilo que le confieren gran solubilidad en 

estos solventes [18]. En cuanto a la relación g hoja seca/ml de agua, los valores 

Autor Técnicas de extracción Variables de estudio 

Pasquel et al. 
(2000) 

Extracción convencional 
(1 h, 25 – 30 °C) 

Extracción por fluidos 
supercríticos 

Presión 120 y 200 bar 
Temperatura 16,30 y 45 °C 

Tiempo residencia 12 h 

Alupului & Lavric 
(2009) 

Ultrasonido 
(T= 26°C; t= 10,15, 20 min) 

Maceración 
(T= 26°C; t=12 y 24 h) 

Infusión 
(T= 40°C; t=10min) 

Mezcla de solventes 
(etanol/agua) 

Erkucuk et al. 
(2009) 

Extracción por fluidos 
supercríticos 

Presión 150 a 350 bar 
Temperatura 40 a 80 °C 

Solventes (CO2/Etanol/Agua) 

Jaitak et al. (2009) 

Extracción convencional 
t=12 h 

Ultrasonido 
t= 30 min 

Microondas 
t=30 a 5 min 

Temperatura: 100 °C 
Mezcla de solventes 

(etanol/agua) 
Relación planta/agua: 1/100 

Lui et al. (2010) 
Ultrasonido 

Extracción convencional 
T=100°C; t= 2h 

Temperatura 40,50,60,70 y 80 °C 
Potencia 20,440, 60 y 100 W. 

Tiempo 10 – 60 min 
Relación planta agua 1/10 
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empleados por diferentes estudios varían entre 1/10 y 1/100 [7, 20, 21]. Además, 

se determinó que un tamaño de hoja de 0,315 mm de diámetro generaba un 

rendimiento mayor de extracción para los glucósidos en comparación con un 

diámetro de 6,3 mm [18]. Estudios realizados por Ortiz (2014) concluyeron que la 

absorbancia se ve afectada directamente a pH mayor de 7, esto debido a la 

oxidación de los compuestos fenólicos, lo que otorga cierta coloración indeseable, 

sin embargo, el pH no altera el proceso de extracción [16]. En cuanto la agitación, 

se comprobó que no tuvo efecto sobre la concentración de glucósidos y los sólidos 

totales disueltos, sin embargo, es necesario aplicarla en ausencia del ultrasonido, 

para suspender los sólidos en el solvente [16]. La temperatura favorece la 

extracción de los glucósidos de Stevia, en la literatura el rango utilizado varía de 

25°C a 100°C  [16, 18, 20]. 

Dada la gran variedad de resultados presentados en la literatura, fue necesario 

realizar un estudio sobre el efecto de las principales variables que influyen en el 

proceso, como: temperatura, tipo de solvente, etapas de extracción, asistencia con 

ultrasonido y relación hoja/solvente, con el fin de obtener el conjunto de 

condiciones que generen la mayor eficiencia en la extracción. 

Cabe agregar la necesidad de realizar una caracterización previa de la hoja de 

Stevia, debido a que se pretende realizar una extracción mayoritaria de glucósidos 

con bajo nivel de impurezas tales como: lípidos, proteínas, pigmentos, etc. Por lo 

que una caracterización de la hoja seca, daría una idea y un punto de partida 

acerca de los compuestos con los cuales se trabajará.  

Ahora bien, con el fin de efectuar una mayor extracción del extracto de la hoja 

seca de Stevia, es necesario realizar un escalamiento del proceso. Para esto, 

existen diferentes métodos basados en: análisis dimensional, similitud, relaciones 

empíricas y modelos [22]. En la literatura consultada, el método empleado para el 

escalamiento de un proceso de extracción sólido-líquido está basado en la 

similitud [23, 25]. Este escalamiento se basa en que dos sistemas son similares si 
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existe similitud geométrica, cinemática y dinámica. La similitud geométrica implica 

conservar factores o relaciones de escala, la similitud cinemática establece que en 

ambos sistemas las partículas recorran trayectorias geométricamente semejantes 

por lapsos de tiempo que se corresponden, y para existir una similitud dinámica, 

deben igualarse entre los sistemas la relación de fuerzas restauradoras a aquellas 

de oposición [22, 26].  

En la práctica, este proceso de extracción puede realizarse en un tanque de 

agitación, para asegurar la mezcla y suspensión de los sólidos en el líquido [27]. 

Para el escalamiento, existe la dificultad para lograr que se cumplan a la vez las 

similitudes necesarias, sin embargo, es suficiente con determinar algunos de los 

parámetros más importantes para realizarlo [26]. McCabe et al. (2007) y Moss 

(2004) determinan que es suficiente con mantener los factores de escala, el 

Reynolds, el Freud y el número de potencia para asegurar condiciones 

hidrodinámicas similares en el escalamiento de tanques agitados. 
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1. OBJETIVOS 

1.1. General 

Estudiar el proceso de extracción sólido-líquido de glucósidos a partir de Stevia 

Rebaudiana y la influencia de las variables de proceso en los rendimientos de 

extracción. 

 

1.2.  Específicos 

 Plantear una metodología de extracción para determinar los glucósidos 

presentes en la hoja de Stevia. 

 Evaluar experimentalmente la influencia de la temperatura y el tiempo sobre los 

rendimientos de extracción de glucósidos presentes en la hoja de Stevia. 

 Proponer un diseño conceptual para el escalamiento del proceso de extracción 

del laboratorio de Bioprocesos del grupo UNIDA del ITV.  
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2. METODOLOGÍA 

En la Figura 2 se muestra el diagrama metodológico, donde se presentan las fases 

desarrolladas en este proyecto.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Diagrama metodológico. 
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2.1. Fase preliminar: Caracterización de hoja de Stevia. 

Buscó caracterizar la hoja de Stevia Rebaudiana obtenidas del sur del estado de 

Veracruz por medio de un análisis proximal, con el fin de verificar la composición y 

calidad de las hojas con que se trabajaron, para tener un punto de comparación 

respecto a otros trabajos. 

2.2. Fase 1: Planteamiento de metodología de extracción para cuantificar los 

glucósidos de la hoja de Stevia. 

Para la cuantificación de los glucósidos, la hoja seca de Stevia se redujo a polvo a 

través de un proceso de molienda (molino pulverizador de cuchilla marca Glen 

Creston, con una malla de 1 mm), con el fin de aumentar el área de contacto entre 

la hoja y el solvente. Posteriormente, se llevó a cabo la caracterización de la 

distribución de tamaño de partícula de la hoja seca molida.  
 

Se planteó una estrategia con base en una revisión bibliográfica de los principios 

de extracción sólido–líquido y la relación entre los factores influyentes en la 

extracción de glucósidos, tales como: relación g de hoja seca/ml de agua, etapas 

de extracción, tiempo de extracción y tipo de solvente. Cada uno de los anteriores 

factores con  distintos niveles [4, 7, 16, 28] . Para la relación g de hoja/ml de agua 

se manejaron cinco niveles; 1/20, 1/40, 1/60, 1/80 y 1/100, con el fin de estimar la 

relación que mayor porcentaje de extracción genere y dado también que en la 

literatura no se encuentra una relación común; los valores en la literatura 

consultada varían entre 1/10 a 1/100 [7, 16, 28]. Las etapas de extracción se 

realizaron consecutivamente hasta que el porcentaje de glucósidos extraídos fuera 

menor del 1% de lo extraído por la etapa anterior. Para el tiempo de extracción, se 

tomaron muestras cada 15 min durante una hora, con el fin de estimar la cinética 

de extracción y asegurar la extracción completa de los glucósidos. Para el tipo de 

solvente, se empleó: agua y agua/etanol (20% v/v), dado que han que en esta 

fase, las extracciones se realizaron asistidas con ultrasonido, dado que ello influye 

positivamente en la extracción de compuestos orgánicos  [29, 30]. 
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Cabe resaltar que las pruebas se realizaron a pH 7, presión atmosférica, utilizando 

2 g de muestra y por duplicado. 

2.3. Fase 2: Evaluación de la influencia de la temperatura y el tiempo sobre 

los rendimientos de extracción. 

En esta fase se analizó el efecto de la temperatura y el tiempo sobre la extracción 

de glucósidos de Stevia Rebaudiana en una etapa de extracción, y agitación 

mecánica. Los niveles de evaluación para la temperatura se estimaron de manera 

que fueran cercanos a la temperatura ambiente, por lo que los valores fueron: 30, 

40 y 50 °C. Las pruebas se realizaron durante 45 min, tomando muestras cada 15 

min. La agitación mecánica se llevó a cabo a 100 r.p.m.; condición establecida por 

el grupo de investigación teniendo en cuenta su implementación en la industria. 

Cabe resaltar que las pruebas se realizaron a pH 7, presión atmosférica, una 

muestra de 10 g, por duplicado y la relación hoja seca/agua y tipo de solvente 

utilizados fueron los que mejor resultado dieron en la Fase 1.  
 

2.4. Fase 3: Propuesta de un diseño conceptual para el escalamiento del 

proceso de extracción. 

En esta última fase, se propuso el escalamiento del proceso de extracción de 

glucósidos a un volumen de 0,015 m3, aplicando un factor de escala de 75, con 

base a los experimentos realizados en el laboratorio de bioprocesos del grupo 

UNIDA. En general, se realizó el diseño de un tanque de agitación con dos salidas 

ubicadas estratégicamente, una para disponer de la solución rica en glucósidos y 

otra para drenar parte de la solución restante.  
 

En la Figura 3, se muestran las proporciones estimadas en la literatura para el 

dimensionamiento de un tanque agitador en relación al diámetro del tanque, 

además, se emplearon relaciones y condiciones establecidas para el diseño, 

determinadas por ASME (2015), Moss (2004), entre otros.  
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Por otra parte, con el fin de obtener condiciones hidrodinámicas similares entre el 

montaje realizado en el laboratorio y el proceso escalado, se determinaron los 

factores de escala y números adimensionales mostrados en la Tabla 2.  
 

Se observó la necesidad de realizar una prueba para determinar la velocidad de 

separación, tal como se explica en la metodología de velocidad de separación de 

las partículas en suspensión, ya que durante después de la agitación y durante la 

separación una fracción de las partículas suspendidas en el líquido precipitan y 

mientras que otras flotan.  
 

La formación de las fases toma un tiempo y cada una ocupa un volumen dentro 

del tanque, siendo parámetros a tener en cuenta para el diseño del tanque de 

agitación. Con el volumen que ocupa la fase precipitada y la fase flotante, junto 

con el diámetro del tanque, se puede calcular la altura que ocupan en el tanque, 

por consiguiente, se permite determinar la altura de la desembocadura de salida 

del líquido rico en glucósidos, además, con el tiempo en que se forman las fases y 

el tiempo de agitación de 15 min, se estima el tiempo que conlleva la operación del 

tanque.  
 

Tabla 2. Factores de escala y números adimensionales empleados para el 
escalamiento del tanque agitado [27, 24]. 

𝐷𝑎

𝐷𝑇

 
𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑎𝑔𝑖𝑡𝑎𝑑𝑜𝑟

𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑡𝑎𝑛𝑞𝑢𝑒
 𝑅𝑒 =  

𝐷𝑇
2𝑁𝜌

𝜇
 

𝐹𝑢𝑒𝑟𝑧𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑒𝑟𝑐𝑖𝑎

𝐹𝑢𝑒𝑟𝑧𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑣𝑖𝑠𝑐𝑜𝑠𝑖𝑑𝑎𝑑
 

𝐻𝐿

𝐷𝑇

 
𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑙𝑖𝑞𝑢𝑖𝑑𝑜

𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑡𝑎𝑛𝑞𝑢𝑒
 𝐹𝑟 =  

𝑁2𝐷𝑇

𝑔
 

𝐹𝑢𝑒𝑟𝑧𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑒𝑟𝑐𝑖𝑎

𝐹𝑢𝑒𝑟𝑧𝑎𝑠 𝑑𝑒 𝑔𝑟𝑎𝑣𝑒𝑑𝑎𝑑
 

𝐶

𝐷𝑇

 
𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑔𝑖𝑡𝑎𝑑𝑜𝑟

𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑡𝑎𝑛𝑞𝑢𝑒
 𝑁𝑝 =  

𝑃

𝜌𝑁3𝐷𝑎
5 

𝐶𝑜𝑒𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑠𝑖𝑠𝑡𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 

𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑔𝑖𝑡𝑎𝑑𝑜𝑟 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑓𝑙𝑢𝑖𝑑𝑜 

 

2.5. Métodos experimentales 

 

Cuantificación de glucósidos 

Para el análisis de la concentración de glucósidos, se siguió el procedimiento 

reportado por Ortiz (2014) utilizando cromatografía líquida de alta resolución 

(HPLC), en un equipo Waters 600 a una longitud de onda de 210 mm, con un 
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gradiente de elución a un flujo de 1,5 mL/min, temperatura ambiente y un tiempo 

de corrida de 32 min. Se utilizó una columna para carbohidratos de 4,6*250 mm 

con un tamaño de partícula de 4 μm, marca Nova Pak y como solventes 

acetonitrilo marca JT. Barker y agua. Para la curva de calibración se utilizaron 

esteviósido y rebaudiósido A marca Sigma Aldrich con una pureza de 98% y 96%, 

respectivamente. 
 

Velocidad de separación de las partículas en suspensión 

Para estimar la velocidad en que las partículas en suspensión se separan del 

líquido, se siguió la teoría y práctica descrita por Martín et al.(2011), en la cual 

estima realizar una prueba en una probeta graduada de vidrio, haciéndole 

seguimiento al tiempo en que fases se forman generando una altura tanto en la 

parte inferior como superior de la probeta, hasta que se alcanza un punto de 

estabilización aproximadamente a los 2 min. Los resultados se grafican como 

Altura en función del tiempo, y de la parte lineal se obtiene la tasa de cambio por 

regresión; tasa que representa la velocidad de sedimentación de las partículas en 

suspensión  [33]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Proporciones para dimensionamiento de un tanque agitador [27, 31, 32]. 
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3. ANÁLISIS Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

3.1. Caracterización de la hoja de Stevia. 

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la caracterización del lote de hojas de 

Stevia Rebaudiana utilizado en este trabajo junto con lo reportado por algunos 

autores. En ella se observa similitud con la mayoría de los valores reportados por 

los autores, sin embargo, se presentan variaciones en los porcentajes incluso 

entre los autores consultados. Dichas variaciones son debidas a la variedad de 

Stevia utilizada, las condiciones de crecimiento y las técnicas de cultivo utilizadas 

[34].  

Tabla 3. Análisis proximal de la hoja seca de Stevia Rebaudiana. 

 
Presente 
trabajo 

Lemus-Mondaca 

et al. (2015) 

Mohammed et 

al. (2014) 

Abou-Arab et 

al. (2010) 

Proteína (%) 3,66 ± 0,16*+ 8,03 ± 0,15 13,68 ± 1,68 11,41 ± 0,19 

Grasas (%) 3,98 ± 0,02+ 6,57 ± 0,58 6,13 ± 0,63 3,73 ± 0,29 

Carbohidratos (%) 69,62 ± 0,05+ 72,96 ± 0,53 63,10 ± 1,20 61,93 ± 6,6 

Cenizas (%) 7,36 ± 0,22+ 12,41 ± 0,23 12,06 ± 1,33 7,41 ± 0,14 

Fibra Cruda (%) 5,88 ± 1,62+ 12,09 ± 0,22 5,03 ± 0,16 15,52 ± 0,19 

Humedad (%) 9,50 ± 0,04+ 6,85 ± 0,08 10,73 ± 1,33 5,37 ± 1,12 

Porcentajes en base seca     *Desviación estándar +Base seca 
 

En la Figura 4 se muestran los resultados obtenidos de la caracterización de la 

distribución de tamaño de partícula después de realizada la molienda. En ésta se 

puede observar que el 90% de las partículas tiene un diámetro menor a 2310 μm y 

que el tamaño de partícula medio fue de 1500 μm.  

 

 

 

 

Fuente: Autor. 
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Figura 4. Distribución de tamaño de partícula de las muestras de hoja seca molina 

de Stevia. 
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3.2. Planteamiento de una estrategia metodológica para la cuantificación de 

los glucósidos presentes en la hoja seca de Stevia. 

Tal como se muestra en la metodología para cuantificación de los glucósidos 

presentes en la hoja seca de Stevia, se planteó una estrategia con base a una 

revisión bibliográfica de los principios de extracción sólido-líquido y la relación 

entre los distintos factores nombrados; relación hoja seca/agua, tipo de solvente, 

número de etapas y asistencia con ultrasonido.  

En la Figura 5 se presenta la influencia del tiempo en la extracción de los 

glucósidos de Stevia en la primera etapa de extracción para la relación, g de hojas 

seca/ml de agua más diluida (1/100) y la más concentrada (1/20), de lo cual se 

observa que ambas alcanzan la máxima extracción a los 15 min. Para las 

relaciones intermedias: 1/40, 1/60 y 1/80, también se alcanzó el equilibrio de 

extracción a los 15 min. Estudios realizados por otros autores, estiman que el 

tiempo óptimo para la extracción de glucósidos empleando agua como solvente y 

asistido por ultrasonido se encuentra entre 10 min y 32 min  [7, 28, 35]. La 

variación en el tiempo de extracción entre los estudios consultados se debe a 

diferentes factores, entre ellos, la diferencia del tamaño de partícula de la hoja 

seca de Stevia molida con que se trabajó; los autores consultados trabajaron con 

tamaños de 1 mm y 4 mm, mientras que en este trabajo se tiene un tamaño de 

partícula aproximado de 1,5 mm. Otro factor influyente es el tipo de cultivo usado, 

se observó que en los distintos estudios consultados se trabajó un cultivo de 

Stevia Rebaudiana de diferente origen, esto conlleva a que el contenido de 

glucósidos sea distinto y que la estructura de la hoja molida cambie, lo que genera 

variaciones en los tiempos de extracción  [34, 36, 37]. A pesar de estas diferencias 

en el tiempo de extracción entre un estudio y otro, este tiempo para la extracción 

de glucósidos de Stevia asistida con ultrasonido no sobrepasaría los 32 min. 
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A partir de estos resultados se estimó un tiempo de 15 min para la extracción de 

glucósidos en agua, a temperatura ambiente y asistida con ultrasonido. 

Posteriormente, se procedió a determinar la relación entre la extracción de 

glucósidos, con las siguientes variables: relación hoja seca/agua (gr de hoja 

seca/ml de agua) y el número de etapas. Los resultados obtenidos se muestran en 

la Figura 6. En la Figura 6(a) se observa que de una etapa a la siguiente se 

disminuye el porcentaje de extracción de glucósidos, independientemente de la 

relación hoja seca/agua. De la etapa 1 a la 2 se redujo en promedio 4,3 veces la 

extracción de glucósidos, de la etapa 2 a la 3 se redujo en promedio 3,6 veces y 

por último de la etapa 3 a la 4 la reducción fue de 3,3 veces. Dichas reducciones 
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Figura 5. Extracción de glucósidos de hoja seca de Stevia Rebaudiana vs tiempo, 
en la primera etapa de extracción, a una relación 1/20 y 1/100 (g hoja seca/agua), 
temperatura ambiente, asistido con ultrasonido. 
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en la extracción de una etapa a otra es debido al empobrecimiento de los 

glucósidos en la hoja seca luego de cada etapa de extracción.  

En la Figura 6 (b) se observa que entre las distintas relaciones de hoja seca/agua 

trabajadas se extrajeron entre un 20,48% y un 24,15% (gr de glucósidos/gr de hoja 

seca) de glucósidos, luego de realizar las cuatro etapas de extracción, con 

1/20 

1/40 

1/100 

1/80 

1/60 

(a) 

(b) 

1/60 1/20 1/40 1/80 1/100 

Fuente: Autor. 

Figura 6. Relación entre el porcentaje de extracción de glucósidos de hoja 
seca de Stevia Rebaudiana, a distintas relaciones de hoja seca/agua, 
temperatura ambiente, tiempo de 15 min y asistido con ultrasonido. En 

función de: (a) etapas de extracción, (b) Extracción total. 
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desviaciones tales que las diferencias en los valores de extracción no son 

relevantes entre ellos. Ahora bien, considerando el requerimiento de agua en la 

extracción, la relación 1/20 es la mejor por requerir menor cantidad de agua para 

la extracción. 

En la Tabla 4 se muestra la relación entre el tipo de solvente y el porcentaje de 

extracción de glucósidos. Los solventes utilizados fueron: agua y una mezcla al 

20% (v/v) de agua y etanol. Se observa que la extracción total de los glucósidos 

entre los dos tipos de solvente no cambia mucho, aunque se estimaba que al 

agregar un porcentaje de alcohol ayudaría en la extracción [20, 28]. Se considera 

que los factores como el tamaño de partícula y el tipo de cultivo utilizado influyeron 

en la obtención de estos resultados [36]. Por lo tanto, se considera trabajar con 

agua como solvente para la extracción de la Stevia. 

Tabla 4. Porcentaje de extracción de glucósidos de Stevia a temperatura ambiente, 
15 min, relación 1/20 (g hoja seca/ ml de agua), asistido con ultrasonido con 
diferentes solvente. 

Solvente Agua Agua-Etanol al 20% (v/v) 

 Esteviósido Rebaudiósido A Esteviósido Rebaudiósido A 

E
ta

p
a

 1ra 3,70% ± 0,24%* 11,58% ± 1,46% 4,42% ± 0,52% 11,88% ± 1,27% 

2da 1,30% ± 0,33% 3,89% ± 1,02% 1,20% ± 0,20% 3,55% ± 0,14% 

3ra 0,54% ± 0,03% 1,53% ± 0,06% 0,37% ± 0,10% 1,08% ± 0,20% 

4ta 0,19% ± 0,10% 0,41% ± 0,52% 0,26% ± 0,03% 0,79% ± 0,1% 

Total 5,73% ± 0,64% 17,49% ± 0,09% 6,25% ± 0,59% 17,29% ±1,42% 
Total 

Glucósidos 23,14% ± 0,66% 23,54% ± 0,83% 

*Desviación estándar        %; (g de glucósido/ 100g de hoja seca de Stevia) 

En la Figura 7 se muestra el esquema de la metodología de extracción propuesta 

con el fin de lograr la cuantificación de la mayoría de los glucósidos presentes en 

la hoja seca de Stevia Rebaudiana. Cabe resaltar que esta propuesta es aplicada 

actualmente en el laboratorio de Bioprocesos de la Unidad de Investigación y 

Desarrollo de Alimentos (UNIDA). 

Fuente: Autor. 



29 
 

*Molino de cuchillas con malla de 1 mm.  ** Condiciones: solvente agua, tiempo de 15 min, 
temperatura ambiente, asistido con ultrasonido, relación hoja seca/agua 1/20 (g de hoja seca/ml de 
agua) y cuantificación por HPLC. 

 

3.3. Evaluación de la influencia de la temperatura y el tiempo sobre los 

rendimientos de extracción. 

Las pruebas se realizaron por un tiempo de 45 min, donde los resultados no 

presentaron cambios en el tiempo de extracción luego de los 15 min, al igual que 

en la Fase 1. Este comportamiento se debió al tamaño de partícula utilizado 1500 

μm y el tipo de Stevia empleado [34, 37], por lo tanto, se decide presentar en la 

Tabla 5 los resultados de la extracción de glucósido promedio, a las temperaturas 

y condiciones establecidas. 

Tabla 5. Efecto de la temperatura en la extracción de glucósidos a una relación hoja 
seca/ agua de 1/20 (g de hoja seca/ ml de agua), agitación a 100 r.p.m. y agua como 
solvente. 

Temperatura 

Extracción de 
esteviósido 

(g de esteviósido/ g 
de hoja seca) 

Extracción de 
rebaudiósido A 

(g de rebaudiósido A 
/ g de hoja seca) 

Extracción total de 
glucósidos 

(g de glucósidos / g 
de hoja seca) 

30 °C 3,29% ± 0,16% 12,15% ± 0,17% 15,44% ± 0,86% 

40 °C 3,24% ± 0,06% 11,98% ± 0,22% 15,27% ± 0,52% 

50 °C 3,30% ± 0,07% 12,16% ± 0,19% 16,81% ± 0,55% 

 

En la Tabla 5 se observa que entre los 30 °C y 50 °C el incremento fue de 8,17%, 

lo que indica que en el rango evaluado, no se presenta un efecto importante de la 

temperatura durante la extracción, siendo el porcentaje de extracción de 

glucósidos de 15,44 g de glucósidos/100 g de hoja seca. En la literatura 

consultada se determina que la temperatura tiene un efecto significativo en la 

Hoja seca 

de Stevia 

Rebaudiana 

Hoja de 

Stevia 

Rebaudiana 

pobre en 

glucósidos 

g de glucósidos extraídos por cada 

100 g de hoja seca de Stevia 

Etapa 1** Etapa 2** Etapa 3** Etapa 4** 

HPLC 

Molienda* 

 

Fuente: Autor. 

Fuente: Autor. 

Figura 7. Estrategia metodológica para la cuantificación de glucósidos de Stevia. 
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extracción convencional para valores entre 75 °C y 100 °C [21, 28] . Se considera 

que algunas variables como el tiempo de extracción y el tamaño de partícula 

fueron más influyentes que la temperatura, en el rango trabajado; ya que para el 

tiempo se emplearon 15 min, siendo mayor que el utilizado en Jentzer et al. (2015) 

donde se empleó 7 min y el tamaño de partícula de 1,5 mm, fue pequeño a 

comparación de Alupului & Lavric (2009), quienes utilizaron un tamaño de 4 mm. 

Otros estudios realizados para la extracción convencional reportan tiempos entre 

12 h y 24 h [20, 28], pero al contrario de este trabajo, no realizaron seguimiento de 

la extracción. Se estima que la mejor temperatura de extracción es 30 °C 

(temperatura ambiente), ya que no se requeriría un sistema de calentamiento,  a 

un tiempo de 15 min. 

Teniendo en cuenta la ecuación (1) para determinar el rendimiento de la 

extracción y los resultados de la Fase 1 y 2, se determinó un rendimiento de 

extracción de 63,93% (g glucósidos extraídos en la hoja seca/ g de glucósidos 

totales en la hoja seca). Es importante indicar que Ortiz (2014) reporta un 

rendimiento del 80% ya que consideró para el contenido teórico solo lo extraído en 

una etapa de extracción asistida con ultrasonido, aspecto que disminuye el valor 

para los glucósidos totales; teniendo en cuenta el criterio utilizado por Ortiz (2014) 

el rendimiento para el presente trabajo sería de 93,26%. Esto muestra la mejora 

implementada en la metodología de cuantificación al considerar cuatro etapas 

asistidas con ultrasonido.  

%𝜂 =  
𝐺𝑙𝑢𝑐ó𝑠𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑖𝑑𝑜𝑠 

𝐺𝑙𝑢𝑐ó𝑠𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙𝑒𝑠 𝑐𝑢𝑎𝑛𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑑𝑜𝑠  𝑒𝑛 𝑙𝑎 ℎ𝑜𝑗𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎
𝑥100 

3.4. Propuesta de un diseño conceptual para el escalamiento del proceso de 

extracción. 

Para realizar el escalamiento del proceso de extracción de glucósidos en un 

tanque agitado, se realizó una prueba para determinar el tiempo que toma la 

separación de las fases del fondo y la superficie. Los resultados se muestran en la 

Figura 8.  

(1) 
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En la Figura 8 se presentan también las ecuaciones respectivas obtenidas por 

medio de regresión lineal de las dos series de puntos experimentales, en donde la 

pendiente representa la velocidad de separación en el fondo y la superficie, con 

valores de 0,17 cm/s y 0,12 cm/s, respectivamente; esto muestra la similitud entre 

los dos frentes de separación.  
 

Se encontró que la Stevia suspendida en el agua se reparte entre los fondos y la 

superficie en una proporción en volumen de 3:2, después de 2 min de separación. 

Esta proporción es útil para determinar la altura que tendrán los sedimentos que 

se acomodan tanto en el fondo como la superficie del tanque de extracción. Por lo 

tanto, para un volumen de 0,015 m3, la Stevia ubicada en el fondo tendrán un 

volumen de 0,004 m3 y aquella ubicada en la superficie tendrá un volumen de 

0,003 m3. El tiempo de operación (agitación + separación) sería de 17 min. 
 

Teniendo en cuenta las proporciones para el diseño de un tanque de agitación, las 

dimensiones del montaje en el laboratorio de bioprocesos de la UNIDA, la prueba 

de velocidad de separación de fases, parámetros de similitud y consideraciones 

Figura 8. Prueba de velocidad de separación en el fondo y la superficie, luego de 
una agitación de 15 min a 100 rpm a una relación 1/20 g de hoja/ ml de agua. 
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realizadas, se obtuvieron las dimensiones del tanque de agitación mostradas en la 

Figura 9, donde también se indica la distribución de la altura de las fases en el 

tanque. 

  

Los cálculos se basaron a partir de los números adimensionales mostrados en la 

Tabla 2. Se determinó que la agitación se encuentra en régimen turbulento, dado 

que el Re>104 y también que el número de Freud puede despreciarse debido a 

que no hay efecto de vórtice a las revoluciones empleadas (evidenciado durante la 

experimentación).  
 

Para este tipo de mezclas es necesario un agitador en el que predomine el flujo 

axial [25]Con base a la literatura, el agitador que cumple con los requerimientos de 

flujo axial y agitacion a bajas revoluciones, 100 rpm, es el agitador de turbina tipo 

Ruston. Las dimensiones de éste se muestran en la Figura 9. En cuanto a las 

r.p.m. de agitación, éstas se fijaron según condición establecida por el grupo de 

investigación teniendo en cuenta la actual escala y su implementación en la 

industria.  

 

La potencia requerida por el agitador se determinó a partir de la relación del 

número de Potencia y el Reynolds [38], donde, para un agitador de turbina 

Fuente: Autor. 

 

 

Parámetros de similitud: 

𝑅𝑒 = 10885, 12 

𝐹𝑟 = 0,02 

𝑁𝑝 = 5,46 

Fase de Stevia 

Fase de solución rica en glucósidos 

Figura 9. Dimensiones de tanque de agitación para la extracción de glucósidos de 
hoja seca de Stevia. Para una relación g de hoja/ ml de agua de 1/20, temperatura 
ambiente y con solvente agua. 
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Rushton y un Reynolds de 10885,2 el número de potencia tiene un valor 

aproximado de 5,46 (Figura 1, Bates, Fondy & Corpstein, 1963)), determinando 

que la potencia requerida por el agitador es de 0,5 W/m3. 
 

En la Figura 9, se muestra la salida a una altura de 9,3 cm (Considerando un 

factor de 1,1 respecto la altura alcanzada por la fase del fondo de la Stevia), de 

manera que se genere efecto sifón que permita una recuperación rápida de 

extracto. Estos dos criterios se realizaron con el fin de evitar que el extracto de 

hoja húmeda de Stevia saliera junto con la solución rica en glucósidos. También 

se estimó una salida en la parte inferior de 2,54 cm del tanque agitador, para 

poder drenar parte de la solución retenida en el tanque. Con el objetivo de evitar la 

salida del sedimento en la fase de extracción y remover la biomasa retenida luego 

del proceso, se recomienda incluir una malla removible (mesh 18 – equivalente a 1 

mm) dentro del tanque agitador para cada una de las salidas. 
 

Con base a correlaciones presentadas por ASME(2015) se determinó un espesor 

de las paredes del  tanque de 0,76 cm. En cuanto al material, se consideró como 

el más apropiado el acero inoxidable AISI 316 [39]; ya que se asegura la inocuidad 

del proceso, alta resistencia a la corrosion. 
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4. CONCLUSIONES 

 

 Se planteó una metodología de extracción para cuantificar glucósidos 

presentes en la hoja de Stevia, mejorando el proceso utilizado por la  

UNIDA del ITV, encontrándose un contenido promedio de 23,14% p/p (g de 

glucósido extraído/100 g de hoja seca). La extracción para la cuantificación 

consiste en una molienda de la hoja seca hasta un tamaño de partícula 

promedio de 1,5 mm, realizar 4 etapas de extracción utilizando agua como 

solvente, a una relación hoja seca/agua de 1/20 (g de hoja seca/ml de 

agua), a temperatura ambiente y asistido con ultrasonido durante 15 min. 

 

 Se evaluó experimentalmente la influencia de las variables temperatura y  

tiempo sobre los rendimientos de extracción de glucósidos presentes en la 

hoja de Stevia, alcanzándose un rendimiento de extracción de 63,93% (g 

glucósidos extraídos en la hoja seca/ g de glucósidos totales en la hoja 

seca). Las condiciones de extracción consiste en una molienda de la hoja 

seca hasta un tamaño de partícula promedio de 1,5 mm, a una relación hoja 

seca/agua 1/20 (g de hoja seca/ml de agua), a una temperatura de 30 °C, 

bajo agitación magnética durante 15 min. 

 

 Se propuso un diseño conceptual para el escalamiento del proceso de 

extracción del laboratorio de Bioprocesos de la UNIDA del ITV, a través de 

un método basado en la similitud, para una solución de 0,015 m3 (con un 

factor de escala de 75), utilizando un agitador mecánico tipo Rushton de 

0,11 m de diámetro, junto con un diámetro para el tanque de 0,23 m, con 

una altura de 0,30 m, que se opera a una potencia de 0,5 /m3, temperatura 

ambiente, solvente agua, relación planta agua 1/20 (g de hoja/ ml de agua), 

en un tiempo 17 min (considerando agitación y separación). 
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 Finalmente, se realizó con éxito la pasantía en el Instituto Tecnológico de 

Veracruz, México, donde por medio de las condiciones estudiadas se logró 

mejorar la eficiencia del proceso de extracción sólido-líquido de los 

glucósidos de Stevia, el cual es implementado en la actualidad por la 

UNIDA. Igualmente, el diseño propuesto está siendo considerado para su 

implementación en el marco de un proyecto de Maestría. 
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5. RECOMENDACIONES 

 

 Estudiar la cinética de extracción a tiempos menores de 15 min, a las 

condiciones establecidas en este trabajo, con el objetivo de considerar 

tiempos menores de extracción. 

 

 Realizar pruebas de extracción de glucósidos para tamaños de partícula 

más grande, con el objetivo de facilitar la posterior separación del extracto. 

 

 Ajustar las condiciones de extracción considerando la agitación mecánica 

para el escalado. 

 

 Evaluar la ultrafiltración como etapa de clarificación de los extractos 

obtenidos. 
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