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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL PROCESO DE EXTRACCION SOLIDO-LIQUIDO DE
GLUCOSIDOS A PARTIR DE STEVIA REBAUDIANA*

AUTOR: Ivan Dario Luna Santander**

PALABRAS CLAVE: Glucésidos de Stevia, Extraccion Solido-Liquido, Stevia

Rebaudiana, Escalamiento.

DESCRIPCION:

De la hoja de Stevia Rebaudiana se obtiene un extracto natural sin contenido
calérico, el cual contiene una serie de sustancias denominadas glucésidos,
caracterizados por presentar sabor dulce entre 200 y 300 veces mayor al de la
sacarosa. Actualmente, la Unidad de Investigacion y Desarrollo en Alimentos
(UNIDA) del Instituto Tecnoldgico de Veracruz (ITV), México, evalGa la extraccién
convencional sélido-liquido para la obtencion de los glucésidos de la hoja de
Stevia Rebaudiana. Sin embargo, no tienen una metodologia para determinar el
contenido total de los glucésidos presentes en la hoja seca y no existen reportes
claros de las condiciones adecuadas para la extraccion. Por lo que es necesario
estudiar el proceso de extraccion sélido-liquido de glucosidos a partir de Stevia
Rebaudiana y la influencia de las variables de proceso en los rendimientos de
extraccion.

Por lo tanto, se plante6 una metodologia de extraccion para determinar el
contenido de glucésidos presentes en la hoja de Stevia, mejorando el proceso
utilizado por la UNIDA del ITV, encontrandose un contenido promedio de 23,14%
p/p (g de glucésido extraido/100 g de hoja seca). También se evalud
experimentalmente la influencia de las variables temperatura y tiempo sobre los
rendimientos de extraccion de glucosidos presentes en la hoja de Stevia,
alcanzandose un rendimiento de extracciéon de 63,93% (g glucésidos extraidos en
la hoja seca/ g de glucésidos totales en la hoja seca). Lo anterior a una
temperatura de 30 °C, bajo agitacion magnética durante 15 min. Por Ultimo, se
propuso un disefio conceptual para el escalamiento del proceso de extraccion del
laboratorio de Bioprocesos de la UNIDA del ITV, a través de un método basado en
la similitud, para una solucién de 0,015 m3 (con un factor de escala de 75),
utilizando un agitador mecanico tipo Rushton.

*Trabajo de grado

*Facultad de Ingenierias Fisico-Quimica. Escuela de Ingenieria Quimica. Centro de
Investigacién en Ciencia y Tecnologia de Alimentos. Director: Carlos Jesus Muvdi Nova.
Ingeniero Quimico, M.Sc., Ph.D. Unidad de Investigacién en Desarrollo de Alimentos. Codirector:
Beatriz Torrestiana Sanchez. Ingeniera Bioquimica, M.Sc., Ph.D.
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF THE PROCESS OF SOLID-LIQUID EXTRACTION OF
GLYCOSIDES FROM STEVIA REBAUDIANA*

AUTHOR: Ivan Darfo Luna Santander* ( con formato: Espaiol (Colombia)

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 Jesus Muvdi Nova, Chemical Engineer, M.Sc.,
Ph.D. Investigation Unit of Food Research and Development. Codirector: Beatriz Torrestiana
Sanchez. Biochemical Engineer, M.Sc., Ph.D.
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PRESENTACION DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION UNIDA DEL ITV.

En el Instituto Tecnolégico de Veracruz, México, se encuentra la Unidad de
Investigacion y Desarrollo de Alimentos (UNIDA) la cual es un centro de
investigacion donde se realizan trabajos y desarrollo de alto nivel en las &areas de
alimentos y biotecnologia. 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 Maestria en Biotecnologia de la Universidad
Autonoma de México (UNAM) y Doctorado en Ingenieria Quimica de la Université
Laval, Qebec, Canada. Su interés en investigacion se centra en la ingenieria de
bioprocesos para la produccion de metabolitos de interés comercial. Esto incluye
la ingenieria de procesos de separacion por membranas aplicados a: la
recuperacion, concentracion y purificacion de productos biolégicos, la clarificacién
y concentracion de extractos de plantas y jugos de frutas, la esterilizacion y
produccién de emulsiones nutricionales, la purificacion y tratamiento de aguas y la
separacion y purificacion de biocombustibles [2].
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INTRODUCCION

La Stevia Rebaudiana también conocida como "Ka'a He'e

o "Yerba dulce" es un
arbusto de la familia Asteraceas, 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 glucosidos, 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 glucésidos; steviolbiosido, rebaudiésido B,
rebaudiésido E, rebaudiésido F, esteviésido, rebaudiésido A, rebaudiésido C y
dulcésido. Todos tienen en comun una aglicona denominada Steviol, pero su
constituyente glucosidico asociado difiere, tal como se muestra en la Figura 1. Los
glucésidos principales son: estevidsido (4-13%, peso seco), rebaudiésido A (2 —
4%, peso seco), rebaudiosido C (1 — 2%, peso seco) y dulcésido A (0,4 — 0,7%,
peso seco) (Periche, Castell6 & Hereida, 2015), de los cuales los dos primeros
dan el efecto endulzante con sabor amargo [5].

Figura 1. Estructura molecular de los principales glucésidos de las hojas de Stevia
Rebaudiana [5].

Compuesto R Rz
Steviol H H
Steviolbiosido H -Gl -f-Gle(2-1)
Stevidsido B.GIc B.GlepGle(2.1)
Rebaudidsido A B-GIc P-Gic-p-Glc2-1)
B-Gle(3-1)
Rebaudiosido B " BGIc B-GIe(2-1)
P-Gle(3-1)
Rebaudicsido C . B-Glc-B-RNal2-1)
B-GIe(3-1)
Rebaudidsido E B-Gle.B-Glo(2.1) 8 -G .0kt 1)
24y
Rebaudidsido F B-Gic B-Gle-B-l(2-1)
B-Gle(3-1)
Dulcoside A B-Gle B -Gie.o-Rha(2-1)
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El extracto de la hoja es un endulzante natural sin contenido caldrico, de alli su
importancia, con propiedades antiinflamatorias, inmunomoduladoras, antivirales,
antihipertensivas, antihiperglicemicas y antitumorales [6,7]. Igualmente, estudios
toxicolégicos han mostrado que no tiene efectos mutagénicos, teratogénicos,
cancerigenos 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 mas adecuado de la sacarosa [3] y edulcorantes sintéticos
utilizados en pacientes con enfermedades relacionadas al metabolismo del azicar
[8]. Esto generd 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 extraccién de compuestos a partir de las hojas de Stevia existen procesos
clasicos y novedosos como: adiciébn de un agente quelante seguido de una
cristalizacion [10], extraccién con agua seguido de centrifugacion y tratamiento con
hidroxido de calcio [11], intercambio i6nico para remover las impurezas del
extracto de Stevia seguido de adicién de metanol [12], adsorcion con adsorbentes
poliméricos [13], floculacion junto con una precipitacion, ultrafiltracion y separacion
por membranas, extraccion asistida con microondas y separacién por medio de
fluidos supercriticos [6,14,15]. Varios de los procesos nombrados toman
demasiado tiempo, son complejos y costosos. El reto consiste en obtener el mayor
porcentaje de extraccion al aplicar aquel que a condiciones controladas requiera

menor gasto energético y de recursos.

Actualmente, la Unidad de Investigacién y Desarrollo en Alimentos (UNIDA) del
Instituto Tecnolégico de Veracruz (ITV), México, evalla la extraccion convencional
solido-liquido para la obtencién de los compuestos endulzantes de la hoja de
Stevia Rebaudiana, sin embargo, no existen reportes claros de las condiciones
adecuadas para la extraccion. El proceso evaluado presenta inconvenientes como
la retencion de una cantidad importante de glucésidos (Estevidsidos vy

Rebaudiésido A) en las hojas gastadas durante la primera etapa de extraccion,
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teniendo un porcentaje de extraccion 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 definidko un método para la cuantificacion de
glucodsidos totales en la hoja de Stevia. Se ha considerado que la mayor extraccion
de glucdsidos se obtiene por el método convencional asistido por ultrasonido [16].
Esto es importante para definir el rendimiento total del proceso de extracciéon. Por
lo tanto, se requiere una alternativa econdmica para la extraccién de glucésidos,
gue tome poco tiempo, minimice los recursos humanos y la exposicién al medio
ambiente, [7,16]. Con la intencion de llevar la extraccion a una escala industrial, es
necesario estudiar y proponer un método para cuantificar el contenido total de los
glucdsidos presentes en la hoja seca y mejorar la eficiencia del proceso de
extraccion que se usa actualmente, junto con un disefio conceptual para su
escalamiento. Por lo tanto, se consideré el proceso trabajado en la UNIDA y
aquellos reportados por la literatura, tales como: extraccion soélido - liquido,
extraccion convencional asistida con ultrasonido o microondas, entre otros. Estos
permiten a determinadas condiciones un alto rendimiento en la extraccion,

aumentando la eficiencia global.

Varios autores han comparado las técnicas de intensificacion con respecto a las
técnicas convencionales, determinando que independientemente del método
empleado para extraer los glucosidos de la Stevia, una mayor cantidad de
solvente aumenta el intercambio de materia y mejora el rendimiento de la
extraccion [18]. También se determind que la presidbn no genera un efecto
importante en la concentracion de los glucésidos y que el aumento de la
temperatura beneficia el rendimiento de extraccion [19].

14



Tabla 1.Técnicas de extraccién utilizadas por diversos autores para la extraccion de
glucésidos de Stevia [16].

Autor Técnicas de extracciéon Variables de estudio
Extraccién convencional L,
Pasquel et al. (1 h, 25 — 30 °C) Presion 120 y 200 bar

Temperatura 16,30 y 45 °C

(2000) Extraccion por fluidos Tiempo residencia 12 h

supercriticos

Ultrasonido
(T=26°C; t= 10,15, 20 min)
Alupului & Lavric Maceracion Mezcla de solventes
(2009) (T=26°C; t=12y 24 h) (etanol/agua)
Infusion
(T=40°C; t=10min)

Presién 150 a 350 bar

ErkL(chglége)t al. EXtriﬁ?g;ﬁg;g:'dos Temperatura 40 a 80 °C
Solventes (CO./Etanol/Agua)
Extraccién convencional
t=12 h Temperatura: 100 °C
. Ultrasonido Mezcla de solventes
Jaitak et al. (2009) t=30 min (etanol/agua)
Microondas Relacién planta/agua: 1/100
t=30 a 5 min
Ultrasonido Temperatura 40,50,60,70 y 80 °C

Potencia 20,440, 60y 100 W.
Tiempo 10 — 60 min
Relacién planta agua 1/10

Lui et al. (2010) Extraccién convencional
T=100°C; t= 2h

Revisando la literatura, se determina que de la extraccion convencional asistida
con ultrasonido y la asistida con microondas, esta ultima fue quien tuvo mayor
recuperacion, sin embargo, el uso de temperatura mayor, mayor potenciay mayor
tiempo provoca la degradacion de los compuestos de interés, disminuyendo los
rendimientos de extraccion [20]. También se demostré que el proceso por
ultrasonido presenta una mayor velocidad de extraccién y alcanz6 su maximo
después de 20 min, obteniendo una cantidad similar en el porcentaje de extraccién
gue con maceracion y el método convencional a 24 h [7, 18]. Se encontré que los
mejores solventes son el agua y los alcoholes metanol y etanol, lo anterior dado
gue los glucésidos contienen grupos hidroxilo que le confieren gran solubilidad en

estos solventes [18]. En cuanto a la relacion g hoja seca/ml de agua, los valores
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empleados por diferentes estudios varian entre 1/10 y 1/100 [7, 20, 21]. Ademas,
se determiné que un tamafio de hoja de 0,315 mm de didmetro generaba un
rendimiento mayor de extraccion para los glucésidos en comparacién con un
didmetro 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
oxidacién de los compuestos fendlicos, lo que otorga cierta coloracion indeseable,
sin embargo, el pH no altera el proceso de extraccion [16]. En cuanto la agitacion,
se comprobo que no tuvo efecto sobre la concentracién de glucésidos y los sélidos
totales disueltos, sin embargo, es necesario aplicarla en ausencia del ultrasonido,
para suspender los sdlidos en el solvente [16]. La temperatura favorece la
extraccion de los glucésidos de Stevia, en la literatura el rango utilizado varia 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 extraccién, asistencia con
ultrasonido y relacién hoja/solvente, con el fin de obtener el conjunto de

condiciones que generen la mayor eficiencia en la extraccion.

Cabe agregar la necesidad de realizar una caracterizacion previa de la hoja de
Stevia, debido a que se pretende realizar una extraccion mayoritaria de glucosidos
con bajo nivel de impurezas tales como: lipidos, proteinas, pigmentos, etc. Por lo
gue una caracterizacion de la hoja seca, daria una idea y un punto de partida

acerca de los compuestos con los cuales se trabajara.

Ahora bien, con el fin de efectuar una mayor extraccion del extracto de la hoja
seca de Stevia, es necesario realizar un escalamiento del proceso. Para esto,
existen diferentes métodos basados en: andlisis dimensional, similitud, relaciones
empiricas y modelos [22]. En la literatura consultada, el método empleado para el
escalamiento de un proceso de extraccion sélido-liquido esta basado en la
similitud [23, 25]. Este escalamiento se basa en que dos sistemas son similares si
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existe similitud geométrica, cinematica y dinamica. La similitud geométrica implica
conservar factores o relaciones de escala, la similitud cinematica establece que en
ambos sistemas las particulas recorran trayectorias geométricamente semejantes
por lapsos de tiempo que se corresponden, y para existir una similitud dindmica,
deben igualarse entre los sistemas la relacion de fuerzas restauradoras a aquellas

de oposicion [22, 26].

En la practica, este proceso de extraccion puede realizarse en un tanque de
agitacion, para asegurar la mezcla y suspension de los sélidos en el liquido [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
pardmetros mas 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 nimero de potencia para asegurar condiciones

hidrodinamicas similares en el escalamiento de tanques agitados.
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1. OBJETIVOS
1.1. General
Estudiar el proceso de extraccion sélido-liquido de glucésidos a partir de Stevia
Rebaudiana y la influencia de las variables de proceso en los rendimientos de

extraccion.

1.2. Especificos
e Plantear una metodologia de extraccién para determinar los glucosidos

presentes en la hoja de Stevia.

e Evaluar experimentalmente la influencia de la temperatura y el tiempo sobre los
rendimientos de extraccion de glucésidos presentes en la hoja de Stevia.

e Proponer un disefio conceptual para el escalamiento del proceso de extraccion

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

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

desarrolladas en este proyecto.

Figura 2. Diagrama metodolégico.
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2.1. Fase preliminar: Caracterizacion de hoja de Stevia.

Buscé caracterizar la hoja de Stevia Rebaudiana obtenidas del sur del estado de
Veracruz por medio de un andlisis proximal, con el fin de verificar la composicién y
calidad de las hojas con que se trabajaron, para tener un punto de comparacién
respecto a otros trabajos.

2.2. Fase 1: Planteamiento de metodologia de extraccién para cuantificar los
glucésidos de la hoja de Stevia.

Para la cuantificacién de los glucdsidos, 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 area de contacto entre
la hoja y el solvente. Posteriormente, se llevd a cabo la caracterizacion de la

distribucion de tamafio de particula de la hoja seca molida.

Se planted una estrategia con base en una revision bibliografica de los principios
de extraccion sélido-liquido y la relacién entre los factores influyentes en la
extraccion de glucésidos, tales como: relacién g de hoja seca/ml de agua, etapas
de extraccion, tiempo de extraccion y tipo de solvente. Cada uno de los anteriores
factores con distintos niveles [4, 7, 16, 28] . Para la relacion 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
relacion que mayor porcentaje de extraccién genere y dado también que en la
literatura no se encuentra una relacion comun; los valores en la literatura
consultada varian entre 1/10 a 1/100 [7, 16, 28]. Las etapas de extraccién se
realizaron consecutivamente hasta que el porcentaje de glucdsidos extraidos fuera
menor del 1% de lo extraido por la etapa anterior. Para el tiempo de extraccion, se
tomaron muestras cada 15 min durante una hora, con el fin de estimar la cinética
de extraccion y asegurar la extraccion completa de los glucésidos. Para el tipo de
solvente, se empled: 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 extraccion de compuestos organicos [29, 30].
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Cabe resaltar que las pruebas se realizaron a pH 7, presion atmosférica, utilizando

2 g de muestra y por duplicado.

2.3. Fase 2: Evaluacion de la influencia de la temperatura y el tiempo sobre
los rendimientos de extraccion.

En esta fase se analiz6 el efecto de la temperatura y el tiempo sobre la extraccion
de glucésidos de Stevia Rebaudiana en una etapa de extraccion, y agitacion
mecénica. Los niveles de evaluacion 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 agitacién mecanica se llevé a cabo a 100 r.p.m.; condicién establecida por
el grupo de investigacion teniendo en cuenta su implementacion en la industria.
Cabe resaltar que las pruebas se realizaron a pH 7, presion atmosférica, una
muestra de 10 g, por duplicado y la relacién 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 disefio conceptual para el escalamiento del
proceso de extraccion.

En esta Ultima fase, se propuso el escalamiento del proceso de extraccién de
glucésidos 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 realizé el disefio de un tanque de agitacion con dos salidas
ubicadas estratégicamente, una para disponer de la solucion rica en glucésidos y

otra para drenar parte de la solucion restante.

En la Figura 3, se muestran las proporciones estimadas en la literatura para el
dimensionamiento de un tanque agitador en relacion al didmetro del tanque,
ademas, se emplearon relaciones y condiciones establecidas para el disefio,
determinadas por ASME (2015), Moss (2004), entre otros.
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Por otra parte, con el fin de obtener condiciones hidrodindmicas similares entre el
montaje realizado en el laboratorio y el proceso escalado, se determinaron los

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

Se observo la necesidad de realizar una prueba para determinar la velocidad de
separacion, tal como se explica en la metodologia de velocidad de separacion de
las particulas en suspension, ya que durante después de la agitaciéon y durante la
separacion una fraccién de las particulas suspendidas en el liquido precipitan y

mientras que otras flotan.

La formacién de las fases toma un tiempo y cada una ocupa un volumen dentro
del tanque, siendo pardmetros a tener en cuenta para el disefio del tanque de
agitacion. Con el volumen que ocupa la fase precipitada y la fase flotante, junto
con el diametro 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 liquido rico en glucésidos, ademas, con el tiempo en que se forman las fases y
el tiempo de agitacion de 15 min, se estima el tiempo que conlleva la operacion del
tanque.

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

D, Diametro de agitador Dy2Np Fuerzas de inercia

D_T Diametro del tanque ke = Tu Fuerzas de viscosidad
H, Altura del liquido N%D; Fuerzas de inercia

D_T Diametro del tanque Fr= g Fuerzas de gravedad
< Altura del agitador N = p Coeficiente de resistencia
Dy Diametro del tanque P pN3D,S del agitador en el fluido

2.5. Métodos experimentales

Cuantificacién de glucésidos

Para el andlisis de la concentracion de glucosidos, se siguié el procedimiento
reportado por Ortiz (2014) utilizando cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), en un equipo Waters 600 a una longitud de onda de 210 mm, con un
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Figura 3. Proporciones para dimensionamiento de un tanque agitador [27, 31, 32].
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liquido, se sigui6 la teoria y préactica descrita por Martin 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
estabilizacion aproximadamente a los 2 min. Los resultados se grafican como
Altura en funcién del tiempo, y de la parte lineal se obtiene la tasa de cambio por
regresion; tasa que representa la velocidad de sedimentacion de las particulas en
suspension [33].
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3.1. Caracterizacion de la hoja de Stevia.

3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la caracterizacion 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 mayoria 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. Anédlisis proximal de la hoja seca de Stevia Rebaudiana.

Presente Lemus-Mondaca | Mohammed et | Abou-Arab et
trabajo et al. (2015) al. (2014) al. (2010)
Proteina (%) 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 +1,33 537+1,12
Porcentajes en base seca  *Desviacion estandar +Base seca Fuente: Autor.

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

distribucion de tamafio de particula después de realizada la molienda. En ésta se

puede observar que el 90% de las particulas tiene un diametro menor a 2310 ymy

que el tamafio de particula medio fue de 1500 um.

Figura 4. Distribucién de tamafio de particula de las muestras de hoja seca molina

de Stevia.
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3.2. Planteamiento de una estrategia metodolégica para la cuantificacion de
los glucésidos presentes en la hoja seca de Stevia.

Tal como se muestra en la metodologia para cuantificacién de los glucdsidos
presentes en la hoja seca de Stevia, se plante6 una estrategia con base a una
revision bibliografica de los principios de extracciéon soélido-liquido y la relacion
entre los distintos factores nombrados; relacién hoja seca/agua, tipo de solvente,

ndmero de etapas y asistencia con ultrasonido.

En la Figura 5 se presenta la influencia del tiempo en la extraccion de los
glucésidos de Stevia en la primera etapa de extraccion para la relacién, g de hojas
seca/ml de agua mas diluida (1/100) y la mas concentrada (1/20), de lo cual se
observa que ambas alcanzan la maxima extraccion a los 15 min. Para las
relaciones intermedias: 1/40, 1/60 y 1/80, también se alcanzé el equilibrio de
extraccion a los 15 min. Estudios realizados por otros autores, estiman que el
tiempo 6ptimo para la extraccion de glucésidos empleando agua como solvente y
asistido por ultrasonido se encuentra entre 10 min y 32 min [7, 28, 35]. La
variacion en el tiempo de extraccion entre los estudios consultados se debe a
diferentes factores, entre ellos, la diferencia del tamafio de particula de la hoja
seca de Stevia molida con que se trabajé; los autores consultados trabajaron con
tamafios de 1 mm y 4 mm, mientras que en este trabajo se tiene un tamafio de
particula aproximado de 1,5 mm. Otro factor influyente es el tipo de cultivo usado,
se observo que en los distintos estudios consultados se trabajé un cultivo de
Stevia Rebaudiana de diferente origen, esto conlleva a que el contenido de
glucdsidos sea distinto y que la estructura de la hoja molida cambie, lo que genera
variaciones en los tiempos de extraccion [34, 36, 37]. A pesar de estas diferencias
en el tiempo de extraccion entre un estudio y otro, este tiempo para la extraccién

de glucésidos de Stevia asistida con ultrasonido no sobrepasaria los 32 min.
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Figura 5. Extraccion de glucésidos de hoja seca de Stevia Rebaudiana vs tiempo,
en la primera etapa de extraccién, a una relacion 1/20 y 1/100 (g hoja seca/agua),
temperatura ambiente. asistido con ultrasonido.
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A partir de estos resultados se estimé un tiempo de 15 min para la extraccién de
glucésidos en agua, a temperatura ambiente y asistida con ultrasonido.
Posteriormente, se procedid a determinar la relacion entre la extraccion de
glucésidos, con las siguientes variables: relacion hoja seca/agua (gr de hoja
seca/ml de agua) y el nimero 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 extraccion de glucésidos, independientemente de la
relacion hoja seca/agua. De la etapa 1 a la 2 se redujo en promedio 4,3 veces la
extraccion de glucésidos, de la etapa 2 a la 3 se redujo en promedio 3,6 veces y

por ultimo de la etapa 3 a la 4 la reduccién fue de 3,3 veces. Dichas reducciones

26



en la extraccion de una etapa a otra es debido al empobrecimiento de los
glucdsidos en la hoja seca luego de cada etapa de extraccion.

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 glucdsidos/gr de hoja
seca) de glucésidos, luego de realizar las cuatro etapas de extraccién, con

Figura 6. Relacion entre el porcentaje de extraccion de glucésidos de hoja
seca de Stevia Rebaudiana, a distintas relaciones de hoja seca/agua,
temperatura ambiente, tiempo de 15 min y asistido con ultrasonido. En
funcién de: (a) etapas de extraccidn, (b) Extraccién total.
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desviaciones tales que las diferencias en los valores de extraccibn no son
relevantes entre ellos. Ahora bien, considerando el requerimiento de agua en la
extraccion, la relacion 1/20 es la mejor por requerir menor cantidad de agua para

la extraccion.

En la Tabla 4 se muestra la relacién entre el tipo de solvente y el porcentaje de
extraccion de glucosidos. Los solventes utilizados fueron: agua y una mezcla al
20% (v/v) de agua y etanol. Se observa que la extraccion total de los glucésidos
entre los dos tipos de solvente no cambia mucho, aunque se estimaba que al
agregar un porcentaje de alcohol ayudaria en la extraccion [20, 28]. Se considera
gue los factores como el tamafio de particula y el tipo de cultivo utilizado influyeron
en la obtencién de estos resultados [36]. Por lo tanto, se considera trabajar con
agua como solvente para la extraccion de la Stevia.

Tabla 4. Porcentaje de extraccidn de gluc6sidos de Stevia a temperatura ambiente,

15 min, relacion 1/20 (g hoja seca/ ml de agua), asistido con ultrasonido con
diferentes solvente.

Solvente Agua Agua-Etanol al 20% (v/v)
Estevidsido Rebaudidsido A Esteviésido Rebaudiésido A
1 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%
| 3 0,54% + 0,03% 1,53% * 0,06% 0,37% + 0,10% 1,08% + 0,20%
4 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%
o 23,14% + 0,66% 23,54% + 0,83%

*Desviacién estandar %; (g de glucésido/ 100g de hoja seca de Stevia)

Fuente: Autor.
En la Figura 7 se muestra el esquema de la metodologia de extraccién propuesta
con el fin de lograr la cuantificacion de la mayoria de los glucésidos 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 Investigacion y
Desarrollo de Alimentos (UNIDA).
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Figura 7. Estrategia metodoldgica para la cuantificacién de glucésidos de Stevia.

Hoja de
Hoja seca Stevia
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Rebaudiana I I I ] pobre en
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HPLC

*Molino de cuchillas con malla de 1 mm. ** Condiciones: solvente agua, tiempo de 15 min,
temperatura ambiente, asistido con ultrasonido, relacién hoja seca/agua 1/20 (g de hoja seca/ml de
agua) y cuantificacion por HPLC. Fuente: Autor.
3.3. Evaluacion de la influencia de la temperatura y el tiempo sobre los
rendimientos de extraccion.

Las pruebas se realizaron por un tiempo de 45 min, donde los resultados no
presentaron cambios en el tiempo de extraccion luego de los 15 min, al igual que
en la Fase 1. Este comportamiento se debi6 al tamafio de particula utilizado 1500
um y el tipo de Stevia empleado [34, 37], por lo tanto, se decide presentar en la
Tabla 5 los resultados de la extraccion de glucdsido promedio, a las temperaturas
y condiciones establecidas.

Tabla 5. Efecto de la temperatura en la extraccion de glucésidos a una relacién hoja
seca/ agua de 1/20 (g de hoja seca/ ml de agua), agitaciéon a 100 r.p.m. y agua como

solvente.
Extraccion de Extraccion de Extraccion total de
Temperatura esteviésido rebaudidsido A glucésidos
P (g de esteviésido/ g | (g de rebaudiésido A | (g de glucésidos / g
de hoja seca) / g de hoja seca) 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%

Fuente: Autor.

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 extraccion, siendo el porcentaje de extraccion de
glucésidos de 15,44 g de glucésidos/100 g de hoja seca. En la literatura

consultada se determina que la temperatura tiene un efecto significativo en la
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extraccion convencional para valores entre 75 °C y 100 °C [21, 28] . Se considera
gue algunas variables como el tiempo de extracciéon y el tamafio de particula
fueron mas 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 emple6 7 min y el tamafio de particula de 1,5 mm, fue pequefio a
comparacion de Alupului & Lavric (2009), quienes utilizaron un tamafio de 4 mm.
Otros estudios realizados para la extraccion convencional reportan tiempos entre
12 h'y 24 h [20, 28], pero al contrario de este trabajo, no realizaron seguimiento de
la extraccién. Se estima que la mejor temperatura de extraccion es 30 °C
(temperatura ambiente), ya que no se requeriria un sistema de calentamiento, a

un tiempo de 15 min.

Teniendo en cuenta la ecuacién (1) para determinar el rendimiento de la
extraccion y los resultados de la Fase 1 y 2, se determind un rendimiento de
extraccion de 63,93% (g glucdsidos extraidos en la hoja seca/ g de glucésidos
totales en la hoja seca). Es importante indicar que Ortiz (2014) reporta un
rendimiento del 80% ya que considerd para el contenido teérico solo lo extraido en
una etapa de extraccion asistida con ultrasonido, aspecto que disminuye el valor
para los glucésidos totales; teniendo en cuenta el criterio utilizado por Ortiz (2014)
el rendimiento para el presente trabajo seria de 93,26%. Esto muestra la mejora
implementada en la metodologia de cuantificaciéon al considerar cuatro etapas
asistidas con ultrasonido.

%77 — Glucésidos extraidos %100 1)

Glucésidos totales cuantificados en la hoja seca

3.4. Propuesta de un disefio conceptual para el escalamiento del proceso de
extraccion.

Para realizar el escalamiento del proceso de extracciéon de glucésidos en un
tanque agitado, se realiz6 una prueba para determinar el tiempo que toma la
separacion de las fases del fondo y la superficie. Los resultados se muestran en la
Figura 8.
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Figura 8. Prueba de velocidad de separacion en el fondo y la superficie, luego de
una agitacion de 15 min a 100 rpm a unarelacién 1/20 g de hoja/ ml de agua.
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En la Figura 8 se presentan también las ecuaciones respectivas obtenidas por
medio de regresion lineal de las dos series de puntos experimentales, en donde la
pendiente representa la velocidad de separacion 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 separacion.

Se encontrd que la Stevia suspendida en el agua se reparte entre los fondos y la
superficie en una proporcion en volumen de 3:2, después de 2 min de separacion.
Esta proporcion es util para determinar la altura que tendran los sedimentos que
se acomodan tanto en el fondo como la superficie del tanque de extraccion. Por lo
tanto, para un volumen de 0,015 m3, la Stevia ubicada en el fondo tendran un
volumen de 0,004 m3 y aquella ubicada en la superficie tendra un volumen de
0,003 m3. El tiempo de operacion (agitacion + separacioén) seria de 17 min.

Teniendo en cuenta las proporciones para el disefio de un tanque de agitacion, las
dimensiones del montaje en el laboratorio de bioprocesos de la UNIDA, la prueba

de velocidad de separacion de fases, parametros de similitud y consideraciones
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realizadas, se obtuvieron las dimensiones del tanque de agitacion mostradas en la
Figura 9, donde también se indica la distribucién de la altura de las fases en el
tanque.

Figura 9. Dimensiones de tanque de agitacion para la extraccion de glucésidos de
hoja seca de Stevia. Para unarelacion g de hoja/ ml de agua de 1/20, temperatura
ambiente v con solvente aqua.
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Los célculos se basaron a partir de los nimeros adimensionales mostrados en la
Tabla 2. Se determind que la agitacién se encuentra en régimen turbulento, dado
que el Re>10* y también que el numero de Freud puede despreciarse debido a
gue no hay efecto de vortice a las revoluciones empleadas (evidenciado durante la

experimentacion).

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 agitacién, éstas se fijaron segun condicién establecida por el grupo de
investigacion teniendo en cuenta la actual escala y su implementacion en la

industria.

La potencia requerida por el agitador se determiné a partir de la relacion del

nimero de Potencia y el Reynolds [38], donde, para un agitador de turbina
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Rushton y un Reynolds de 10885,2 el niumero de potencia tiene un valor
aproximado de 5,46 (Figura 1, Bates, Fondy & Corpstein, 1963)), determinando

gue 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 sifon que permita una recuperacién rapida de
extracto. Estos dos criterios se realizaron con el fin de evitar que el extracto de
hoja himeda de Stevia saliera junto con la solucidn rica en glucdsidos. También
se estimd una salida en la parte inferior de 2,54 cm del tanque agitador, para
poder drenar parte de la solucién retenida en el tanque. Con el objetivo de evitar la
salida del sedimento en la fase de extraccion 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 determind un espesor
de las paredes del tanque de 0,76 cm. En cuanto al material, se consideré como
el mas 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 plante6 una metodologia de extraccién para cuantificar glucésidos
presentes en la hoja de Stevia, mejorando el proceso utilizado por la
UNIDA del ITV, encontrandose un contenido promedio de 23,14% p/p (g de
glucosido extraido/100 g de hoja seca). La extraccion para la cuantificacion
consiste en una molienda de la hoja seca hasta un tamafio de particula
promedio de 1,5 mm, realizar 4 etapas de extraccion utilizando agua como
solvente, a una relacion hoja seca/agua de 1/20 (g de hoja seca/ml de

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

Se evalud experimentalmente la influencia de las variables temperatura y
tiempo sobre los rendimientos de extraccién de glucosidos presentes en la
hoja de Stevia, alcanzandose un rendimiento de extraccion de 63,93% (g
glucosidos extraidos en la hoja seca/ g de glucosidos totales en la hoja
seca). Las condiciones de extraccion consiste en una molienda de la hoja
seca hasta un tamafio de particula promedio de 1,5 mm, a una relacién hoja
seca/agua 1/20 (g de hoja seca/ml de agua), a una temperatura de 30 °C,

bajo agitaciéon magnética durante 15 min.

Se propuso un disefio conceptual para el escalamiento del proceso de
extraccion del laboratorio de Bioprocesos de la UNIDA del ITV, a través de
un método basado en la similitud, para una solucién de 0,015 m3 (con un
factor de escala de 75), utilizando un agitador mecanico tipo Rushton de
0,11 m de diametro, junto con un diametro 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, relacion planta agua 1/20 (g de hoja/ ml de agua),

en un tiempo 17 min (considerando agitacién y separacion).
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Finalmente, se realiz6 con éxito la pasantia en el Instituto Tecnoldgico de
Veracruz, México, donde por medio de las condiciones estudiadas se logré
mejorar la eficiencia del proceso de extraccion sélido-liquido de los
glucésidos de Stevia, el cual es implementado en la actualidad por la
UNIDA. Igualmente, el disefio propuesto esta siendo considerado para su

implementacion en el marco de un proyecto de Maestria.
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5. RECOMENDACIONES

Estudiar la cinética de extraccion a tiempos menores de 15 min, a las
condiciones establecidas en este trabajo, con el objetivo de considerar

tiempos menores de extraccion.

Realizar pruebas de extraccién de glucésidos para tamafios de particula

mas grande, con el objetivo de facilitar la posterior separacion del extracto.

Ajustar las condiciones de extraccién considerando la agitacion mecanica

para el escalado.

Evaluar la ultrafiltracion como etapa de clarificacion de los extractos

obtenidos.
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