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RESUMEN

El proceso se basa en el uso de solventes orgnicos y agua tratada, para

extraer el Estevidsido de las hojas de la Srtevia rebaudiana Bertoni,
empezando entonces con una extraccion acuosa y un secado convencional. En
esta operacion de secado se necesita las condiciones ambientales del medio,
por lo que se amerita trabajar en condiciones de altura y en un clima seco,
dada las bondades que presenta la rdpida evaporacién del agua a una menor
presion atmosférica, evitando de esta forma el uso de energia mecénica o
eléctrica para realizar el secado y por consiguiente un ahorro econdémico en el
proceso.
Luego de la operacién de secado, se procede a extraer los componentes
anhidros con metanol, obteniendo asi una solucién metanélica de Estevidsido
y otros componentes. Dicha solucion luego es concentrada para finalmente ser
cristalizada, los cuales constituyen una mezcla de glicésidos, entre los que se
encuentran el Esteviésido, ademas de resinas y grasas. Finalmente se¢ hace
secar dichos cristales y se procede a purificar a los sélidos para obtener el
Estevidsido.
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Como una necesidad de impulsar la industrializacién de productos
naturales en nuestro pais, el presente trabajo de tesis tiene como objetivo
implementar el proceso de obtencién de un edulcorante natural no caldrico a
partir de las hojas de una planta sub tropical americana conocida como hierba
dulce o cientificamente como Stevia rebaudiana Bertoni. Dicho edulcorante
contiene un poder edulcorante 300 veces mas que el derivado de azuear de
cafla, ademds de no poseer caracteristicas caloricas. Este edulcorante natural
es conocido con el nombre de Esteviosido.

Este estudio tecnolégico presenta las ventajas de implementar un proceso
auténticamente nacional, aprovechando las condiciones climatologicas de
nuestro territorio. Asimismo la materia prima, es decir la Stevia ofrece la
posibilidad de sustituir los cultivos de coca de nuestra selva, por una planta
capaz de ofrecemnos una variedad de beneficios para la salud humana, de la
cual se puede obtener un edulcorante natural que no ofrece efectos toxicos

para la salud.
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CAPITULO 2

LA MATERIA PRIMA - Stevia rebaudiana Bertoni
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2.1 ANTECEDENTES

Las poblaciones del Paraguay y zonas geogrificas colindantes conocian va
desde tiempos inmemoriales las propiedades edulcorantes de una hierba
endulzante a la que denominaban en guarani “ hierba dulce o * hierba miel,” la
que se consumia especialmente como infusion. Segin resefias histéricas esta
planta empezd a nteresar cientificamente a partir de 1899, cuando el botanico
Moisés Santiago Bertoni realizé el primer estudio sistemdtico y la denominé
Eupatorium Rebaudianum spe, en homenaje al Dr. Ovidio Rebaudi, quien la habia
considerado previamente. Posteriormente en 19035, Bertoni denominé el género
Stevia vy efectiio su descripcion completa, conociéndola desde entonces con la
denominacion de Stevia rebaudiana Bertoni. Los primeros estudios quimicos y las
posibles aplicaciones industriales también fueron realizados e investigades por
Bertom. Se conocid en 1909 la existencia de dos principios edulcorantes en el
extracto de la hoja de la Stevia segin los estudios realizados por Diéuich, quién
estimo el poder edulcorante entre 150 y 300 veces mas dulce que la sacarosa. A
fines del afio 1960, los japoneses se llevaron las semillas de la planta para
mejorar el contenido edulcorante de las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni.
Adicionalmente importaren 1200 toneladas de tierras coloradas desde Paraguay y
Misiones(Argentina), provocando una ecologia similar a la natural en viveros
calefaccionados. Actualmente las semillas de Stevia rebaudiana Bertoni de Japon,
s¢ han distribuido a Corea, Taiwdn, Tailandia, Indonesia, Laos, Malasia, China y

Filipinas.
2.2 CLASIFICACION BOTANICA

MNombre comin  : hierba dulee o kaa — hee

Género : Stevia
Especie : Stevia rebaudiana
Orden : Campanulales

Famihia : Compuestas



En realidad existen mas de trescientas variedades de Stevia en la selva de
Paraguay vy Brasil, pero la (nica variedad que posee principios edulcorantes es la
Stevia rebaudiana Bertoni.

En el Peru también existen diversas varicdades de Stevia rebaudiana
Bertoni, pero minguna de estas contienen propiedades edulcorantes ( Museo de
Historia Natural del Peri). Sin embargo, existen dreas de cultive en localidades
de Caiete, Ucavali v Amazonas. Lugares en donde se han llevado semillas de
Stevia provenientes del Paraguay, finalmente la Universidad Nacional Agraria La
Molina, a través de su Instituto de Biotecnologia se encuentra realizando cstudios
del cultivo de la Stevia rebaudiana Bertoni in Vitro ( informacion proporcionada

por el Blgo. Juan Juscamaita Morales, docente de la UNALM).

2.3 DESCRIPCION BOTANICA

La Stevia rebaudiana Bertoni es una planta subfruticosa, con tallo anual,
sublefiosas, levemente piloso en las extremidades, es ramificada formando
multiples brotes con tendencias a inclinarse, pudiendo alcanzar hasta 80 cm de
altura,

La raiz es perenne, fibrosa, filiforme, abundante, formando cepa.

Las hojas son pequefias, lanceoladas, muy dulces, festoneadas, opuestas en
verticilos alternados y sésiles. La parte mas ancha de la hoja se encuentra en la
mitad de la parte superior. Las flores se hallan dispuestas en capitulos pequefios
terminales o asilares, agrupadas en paniculas corimbosas, de I6bulos blancos.

El fruto es un aquenio delgado y plumboso. (Fig. N°2.1).
2.4 CARACTERISTICAS AGRONOMICAS
Es una especie perenne que cultivada con fines comerciales puede llegar a

durar de 5 a 6 anos, cortando 2,3 ¢ 4 veces al afio dependiendo de la altitud donde

se cultive y del riego.
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El tallo puede monr todos los afios ya sea por cuestiones de ciclo
reproductivo, temperatura (helada) u otras razones ambientales. Queda un tallo
subterranco con un sistema de raiz que luego forma capas, emergiendo nuevos

brotes en la base del tallo antenor.

Figura N° 2.1: Planta adulta de Stevia rebaudiana Bertoni
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El tallo principal en el primer afto, se transforma en multicaule después del
primer ciclo vegetativo, pudiendo existir mas de 20 ciclos luego de 3 6 4 aios.

La hoja es la parte con mavor contenido de principio edulcorante v la raiz ¢s
la inica que no la posee.

La polinizacion es entomofila, con fecundacion cruzada por lo lanto sus
semillas poscen gran variabilidad genética. Si se procedicra a hacer un cultivo

desuniforme, feno v genotipicamente no seria conveniente.

2.5 CULTIVO

a) Clima

La region donde crece naturalmente la Srevia rebaudiana Bertoni es
subtropical, semi-himedo con 1400 a 1800 mm de lluvia y temperatura extrema
de -6 a 43 °C con un promedio de 24 °C. Soporta medias mimmas de -3 °C, sin
mavores problemas, multiplicandose en Japén en darcas donde la temperatura
media es de 12 °C. La planta se desarrolla mejor donde la estacion de crecimiento
es larga, la intensidad de la luz alta, temperaturas tibias, nesgos mimmos de

heladas y sin periodos de largas sequias (Fig. N° 2.2)

b) Suelos

La Stevia rebaudiana Bertoni crece en un suclo donde ¢l pH csta entre 5,5
v 7.5 slempre que no sean suelos salinos.

En su zona de ongen crece con un pH entre 4 y 5. Necesila suelos franco-
arcno-humiferos. El cultivo de la Srevia rebaudiana Bertoni también prospera en
suelos flojos, livianos y con mucha materia organica. No debe destinarse su

cultivo en suelos bajos que retienen mucha humedad como los arcillosos.
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¢) Preparacion del terreno

La preparacion del terreno debe hacerse primero con una labor profunda,
luego superficial para mantener bien mullida la terra v dejarla expedita para las
labores de limpieza. Hecho esto, s¢ procede a la plantacion para la cual se
preparan previamente los brotes de la cepa (Fig. N® 2.3).

Se exige una buena preparacion del terreno por lo siguiente: La planta
posee un sistema radicular moderadamente superficial, cultivo ¥ cosecha
mtensiva, la planta se mantiene durante varios afios en ¢l mismo sitio v ademas la

Stevia rebaudiana Bertoni es buena competidora con malezas,

d) Cosecha

La Stevia rebaudiana Bertoni estd en su maximo rendimiento momentos
antes de la floracion, es decir apenas comience a enutir botones florales (Fig, N°
2.4). Se cosecha regularmente durante todo el afio, dependiendo del clima v del
manejo de la plantacidn. El corte se realiza aproximadamente cada 4 meses, cs
decir se hacen 3 cortes al afio segin la experiencia obtenida en el Alto Parana al

norte de Argentina.

e} Rendimiento

Segiin estudios realizados en Argentina, tomando un promedio de 6 afios
de cultivo, se puede obtener entre 3500 y 6000 Kg de materia seca por hectarea y
por afio en la zona norte del pais, y entre 3000 a 4000 Kg por hectirea v por afio
en la zona de Buenos Aires, Se determind ademas, que la maxima cantidad de
hojas que se puede cosechar ocurre entre el 3er v 4o afo de iniciada la plantacion,
quedandose estacionada su cosecha hasta el 6to ario para luego decrecer, momento

en el cual se torna no rentable la plantacion con fines comerciales (Fig. N¥ 2.5).



Figura N° 2.2: Habitat natural de la Stevia rebaudiana Bertoni




Figura N°2.4 : Epoca de floracion de la planta
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2.6 PROPIEDADES DE LA HOJA
a) Edulcorante

La hoja de la Stevia rebaudiana Bertoni posee una mezcla de 8 glicdsidos
ditérpénicos, dos de los cuales tienen importantes principios edulcorantes estos
son: el Esteviosido v el Rebaudiosido A, siendo el primero de ellos el de mayor
Importancia por tener un principio edulcorante no fermentativo aproximadamente
300 veces mas dulce que el proveniente del azicar de cafia o de la remolacha.

En la actualidad se sabe que el Esteviosido es la sustancia natural mas

dulce extraido de un vegetal que puede ser cultivada comercialmente.
b) Medicinal

La hoja de Stevia rebaudiana Bertoni en infusiones como mate o como

extracto tiene las siguientes propiedades medicinales:

Accion Hipoglicémica.- Mejora la secrecién pancredtica, estimulando la
secrecion de insulina, reduciendo el nivel de azicar en la sangre de las personas
diabéticas (Ovidio Miguel,1966)

Contra la obesidad.- El continuo uso de la hoja de Stevia rebaudiana Bertoni en
infusiones disminuye la absorcion de hidratos de carbono a nivel intestinal,
actuando como adelgazante (Von Schmeling,1976)

Cardiotonico.- Se ha comprobado el wvalor benéfico que tiene la Stevia
rebaudiana Bertoni para el funcionamiento regular de corazdn. Su ingestion
constante refuerza el sistema vascular (Von Schmeling,1976)

Accion Digestiva.-Sus propiedades diuréticas y antidcidas lo convierten en un
mate digestivo por excelencia, al eliminar a través de las vias urinarias las toxinas

acumuladas por mala alimentacion (Ibarrola,1976)
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Antirreumadtica.-No solamente regula ¢l nivel del azicar en la sangre, sino la
ingestion frecuente de la hoja del kaa hee alivia los dolores reumiticos
(Ibarrola,1976)

Anticaries.-Al no fermentar se le utiliza actualmente en dentifricos y gomas de
mascar, ya que protege ¢l esmalle dental al combatir las bacterias que producen
las caries.

Combate la ansiedad.- Relaja el sistema nervioso, ideal para personas con
bastante actividad cercbral para contrarrestar los ataques de ansiedad que induce a
la depresion(Ibarrola,1976)

Efecto Dérmico.-El extracto de la Stevia rebaudiana Bertoni tiene la capacidad
de revitalizar las células epiteliales, usandose como un limpiador profundo de la
piel. Es muy efectivo sobre el acné, la dermatitis, la scborrea capilar, e inclusive
se presume ser efectivo contra ¢l cancer de la piel.

Accién Microbacteriana.-La Stevia rebaudiana Bertoni es muy eficaz para
controlar ¢l desarrollo de bacterias v otros organismos infecciosos previniendo de
cepas gripales insidiosas y atacando bacterias bucales, previnicndo las canes

dentales,

2.7 CONTENIDO EDULCORANTE

Segin estudios realizados en la Universidad Estatal de Maringa ¢n la
Repiiblica de Brasil, se¢ puede extraer industrialmente un promedio de 5% de
contenido edulcorante (Esteviosido) a partir de las hojas secas de Srevia
rebaudiana Bertoni (esto se puede lograr en las variedades silvestres de la planta).
Pero en Japén se ha determinado que en variedades mejoradas de la Srevia
rebaudiana Bertoni s¢ pueden oblener entre 10% a 22% de producto edulcorante

con respecto a su peso seco.



Figura N” 2.6: Planta de Stevia rebaudiana Bertoni de Cariete




Figura N® 2.8: Planta de Stevia rebaudiana Bertoni de Caiete
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CAPITULO 3

EL PRODUCTO - ESTEVIOSIDO
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3.1 GENERALIDADES

En 1909 se conocié que existian dos principios edulcorantes en el extracto
de hojas de Stevia rebaudiana Bertoni merced a la comunicacion efectuada per K.
Dietrich, quien ademés estimé el poder edulcorante en 150 a 300 veces mas dulce
que la sacarosa. En los siguientes 20 afios sélo se registraron menciones de escasa
relevancia hasta que en 1931 se realiza en Francia el primer estudio cientifico
importante de edulcorantes de la Stevia rebaudiana Bertoni, Al Bredel-R. Javielle
v Pomaret-R. lavielle puntualizaron que el Esteviosido no era téxico y que en
efecto, era eliminado sin alteracion luego de ser admimistrado oralmente.
Posteriormente diversos investigadores, Wood y Col, Mosetigg y Col, aislaron y
caracterizaron el Esteviosido mediante la determinacién del punto de fusién.
Luego publicaron un estudio sobre la aglucona, segin la cual el steviol y el
isosteviol son 4cidos diterpenoides con un esqueleto del ciclo pentano perhidro
fenantreno, finalmente en 1963 fijaron las configuraciones de ambos compuestos
tal como se les aceptan hasta en la actualidad. Durante la Segunda Guerra
Mundial (1941) el doctor Melville en Inglaterra, A. Gattoni en Paraguay (1945) y
C. Samaniego en Argentina (1946), claboraron informes y proyectos para la
obtencién del Esteviosido y su utilizacion industrial como edulcorante sustituto
del azicar. Solo Paraguay persistié en los trabajos y en 1966 la Facultad de
Medicina de Asuncidén comunicé que podia usarse como edulcorante para
diabéticos, al affo siguiente suministré informes al XXIX Congreso de Diabetes
realizado en Buenos Aires. En los Gltimos 20 afios se han publicado numerosos
trabajos experimentales especialmente en B:rasil, EEUU vy Japén, que conforman
una extensa bibliografia dirigidos a estudiar caracteristica bioldgicas, aspectos
metabdlicos, permeabilidad de las membranas celulares, toxicidad y desarrollar
mejores procesos de extraccién, purificacion, refinacién, caracteristicas
funolégicas y usos industriales de los edulcorantes extraidos de la Srevia
rebaudiana Bertoni. Con muestras experimentales enviadas desde el Paraguay
(1967) se iniciaron en Japén, estudios destinados a ponderar la aplicacion de los

extractos de Stevia rebaudiana Bertoni en alimentos y medicamentos en
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reemplazo del azicar. Actualmente se cultiva la Stevia rebaudiana Bertoni en
Japon con excelentes rendimientos y se ha optimizado los procesos industriales de
extraccién y refinacién. Los edulcorantes obtenidos, el Esteviosido y el
Esteviosito con alto contenido de Rebaudiosido A, han sido aprobados para su uso

en alimentos y medicamentos como edulcorantes intensos sustitutos del azicar.

3.2 OBTENCION Y CARACTERISTICAS

a) Obtencion.-Los edulcorantes derivados de la Stevia rebaudiana Bertoni se
obtienen por procesos de extraccion sélido-liquido.

b) Caracteristicas.-Las caracteristicas mas destacadas del Esteviosido son: Es
un polvo blanco cnstalino, soluble en agua y en solventes orginicos. Posee un
sabor similar al de la sacarosa sin sabores residuales desagradables. Su poder

edulcorante es alto, entre 250 y 300 veces al de la sacarosa.

3.3 PROPIEDADES

a) Propiedades fisicas.-

+ Solubilidad.- El Esteviosido es altamente soluble en el agua y solventes
organicos, ¢sta solubilidad no es afectada por ¢l pH. El Esteviosido no es
higroscépico.

* Resistencia al calor.-E] Esteviosido tiene una gran resistencia a las altas
temperaturas y no sufre cambios en las condiciones habituales de los
procesos industriales de alimentos.

e Color.-EF color caracteristico del Esteviosido es blanco, no acelera el
proceso de pardeo, mientras que el azicar o la glucosa aceleran esta
reaccion.

¢ Osmosis.-Presenta una accién osmética mas lenta que la de la sacarina.

+ Punto de fusion.- Los cristales en estado de pureza funden a 238 °C.
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¢ Actividades opticas.- El Esteviosido es levdgiro, con un dngulo de

rotacion especifica de 31,8 grados para el producto anhidro.

b) Propiedades Quimicas.-

¢ Influencia de los alimentos.- El Esteviosido no afecta las propiedades de
los alimentos, mientras que casi todos los otros sacaridos influyen en las
propiedades de los alimentos.

¢ Naturaleza quimica.- Su formula quimica contiene un aglucona (stevial)
y tres moléculas de glucosa con un peso molecular de 804,80 siendo su
formula: C38 H60018 (Fig. N° 3.1).

* Fermentacion.-Es caracteristica del Esteviosido la no-fermentacion.

3.4 COMPOSICION

El producto cristalizado v purificado obtenido a partir del extracto
altamente refinado estd constituido en su mayor parte por ¢l Esteviosido que es
un glucosido diterpeno compuesto por glucosa, soforosa y steviol (diterpeno
tetraciclico) contiene ademas otros productos edulcorantes como el Rebaudiosido
Ay en menor proporcion Rebaudiosido C v duledsido A . La composicion de los
edulcorantes obtenidos de la Stevia rebaudiana Bertoni, se regulan y controlan
mediante cromatogramas realizados por cromatografia liquida de alta presién

(HPLC) o cromatografia de capa fina (TLC).



Figura N° 3.1: Estructura del Esteviosido
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3.5 ESPECIFICACIONES

Segun el cédigo alimentario argentino: articulo nimero 1398 inciso 64.3.
El Esteviosido es un polvo blanco, cristalino, inodoro, no higroscopico, no
fermentable de sabor dulce, son en soluciones muy diluidas 300 veces mas dulce
que la sacarosa v muy soluble en agua. El Esteviosido como principio activo fue
llamado asi por primera vez, de acuerdo con las normas aprobadas en el afio de

1931 por “ LA UNION INTERNACIONAL DE QUIMICA EN DINAMARCA™.

3.6, EVALUACION DE SEGURIDAD PARA EL CONSUMO DE
ESTEVIOSIDO

La inocuidad de los extractos de Stevia rebaudiana Bertoni y del

Esteviosido han sido confirmado por dos vias.

a) Por sn experiencia en uso.-

= Las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni han sido usadas en infusion
durante cientos de afios por los nativos sudamericanos.

* En algunos casos la planta es de cultivo doméstico en Japon, sus hojas v
extractos se usan cotidianamente como infusién v como endulzante de los
alimentos

* No existe hasta ahora, conocimiento ni evidencia epidemiologicas que

informen sobre problemas derivados de su uso.
b) Por la experimentacion cientifica.-
=  Numerosos trabajos experimentales informan sobre la alta tasa de

seguridad de los edulcorantes obtenidos de las hojas de Stevia

rebaudiana Bertoni. En Japon  se realizan periddicas reuniones



-29.

generales sobre la Stevia rebaudiana Bertoni, cuyos informes confirman
los resultados de las investigaciones emprendidas.

Existen publicaciones de las rcuniones generales sobre Srevia
rebaudiana Bertoni de los anos 1981 y 1984 realizados en Japén en
donde se abordan con rigor las investigaciones y alcances referidas a la
seguridad de los edulcorantes derivados de la Stevia rebaudiana
Bertoni.

Existen trabajos que se llevaron a cabo con el auspicio del Ministerio de
Bienestar y del Ministerio de Agricultura, Bosques y Pesca, apoyados
por organizaciones privadas del Japon; los cuales aseguran el uso del
Esteviosido en la elaboracién de alimentos (aditivo alimenticio) y como
edulcorante para consumo humano. Los distintos estudios fueron
realizados por investigadores gubernamentales privados en las siguientes
universidades y centros especializados de Japon: Universidad de
Hokkaido, Universidad de Kush, Universidad de Doshiba y la
Universidad de Kobe.



CAPITULO 4

DESARROLLO EXPERIMENTAL
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Debido a no contar con un procedimiento determinado para realizar la
extraccion y purificacidn del Esteviosido a partir de las hojas de la Strevia
rebaudiana Bertoni, se tuvo que experimentar usando solventes polares como el
etanol, metanol y agua. Luego de encontrar un procedimiento adecuado se
procederd a determinar el disefio experimental del proyecto, ademés al no contar
con informacién suficiente que nos permitieran identificar dicha sustancia se tuvo
que realizar comparaciones con una muestra de Esteviosido referencial uséndose

para ello la Cromatografia de Capa Fina (TLC) y la Espectroscopia UV.
4.1 ENSAYO EXPLORATIVO
a) Extraccion con Etanol

¢ Sepreparan 50g. de hoja seca y se colocan en un soporte de tela para luego
proceder a lavarlas con n-hexano, buscando extraer grasas, carotenos y
clorofila, obteniéndose asi una solucién amarillenta.

+ Las hojas lavadas con n-hexano son escurridas v luego secadas al medio
ambiente para permitir la evaporacion del solvente.

e Sec hace la extraccion del Esteviosido contenido en las hojas con un
volumen de etanol, lavando las muestras de 3 a 4 veces, torniandose la
solucidn a un color verde transparente intenso, usando 1,4 1. en promedio
de solvente.

+ Se repite la operacion anterior, preparandose para ello 3 muestras
adicionales de hojas con 53, 51, 52 g. respectivamente.

¢ Las solucines alcohdlicas de extracto de Esteviosido son concentradas en
un destilador convencional de 3 litros de capacidad, para separar el alcohol
y reducir €l volumen de la solucién.

¢ Se hace una segunda concentracién en un rotaevaporador luego de haberse
reducido el wvolumen de la solucién alcohdlica en una primera

concentracién (hasta 1 litro aproximadamente). El resultado es un
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concentrado de Esteviosido de consistencia viscosa y de color verde

oscuro, la misma que fue guardada en un recipiente y conservada en frio.

b) Purificacion por Cromatografia de Columna

La punficacion se hace por Cromatografia de Columna, para ello se
procede a preparar una columna con empaque de veso (lavado con
etanol).

La cromatografia se desarrolla afiadiendo 1 ml. aproximadamente de
extracto de Esteviosido usando como fase mévil n-hexano y etanol.

Se recogié en viales muestras aproximadas de 2ml., a medida que la
muestra de extracto avanzaba en la columna cromatografica, se observé un
cambio de coloracidon por capas (Posible separacién de componentes del
extracto).

Las muestras recogidas en viales presentaron las siguientes
caracteristicas: Del vial N° 1 al 3 las muestras fueron mcoloras, del vial
N® 4 al 6 las muestras cambiaron a un color ambar, del vial N°® 7 al 14 las
soluciones se tormaron a un color verde oscuro, del vial N° 15 al 19 las
soluciones cambiaron de nuevo al color ambar; a partir del vial N°® 20, las
muestras presentaron una coloracion ambar claro y lo mas importante estas
muestras registraron un sabor muy dulce (ver cuadro N* 3.1).

Se tomoé la muestra del vial N® 32 para realizar una prueba de
cromatografia en capa fina para determinar la presencia del Esteviosido,
usando como revelador Sulfato de Cerio, luego la muestra fue vista a

traves de la luz ultravioleta donde se observéd:

[

Una huella de color verde que indicaria la presencia de resinas o grasas, otra

huella roja gque mostraria la presencia de la clorofila y finalmente una huella

celeste que indicaria la presencia del Esteviosido.
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Cuadro N° 4.1: Resultados de la Cromatografia de Columna

Muestras Color Sabor dulce
1-3 Incoloro no
4-6 ambar no
7-14 Verde oscuro no
15-19 dmbar no
20-32 Ambar claro Si

C) Extraccion con agua y metanol

Debido que el procedimiento anterior era muy lento y otorgaba a la

solucién de Esteviosido una coloracién verdosa producto de la presencia de la

clorofila en las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni, se optd por cambiar el

método de extraccion utilizando como solventes agua y metanol.

El procedimiento empleado para este ensayo fue el siguiente:

Se carga 8,2 g. de hojas secas de Stevia rebaudiana Bertoni con 1,2 L de
agua destilada.

Se extrae el Esteviosido durante 30 minutos a temperatura ambiente, luego
se filtra la solucidén acuosa y se obtiene la primera solucién de Esteviosido.
Se procede a concentrar la solucién, empleando la vaporizacién al
ambiente ayudado por un medio que amplie el dreca de comtacto de
evaporacion, para ello se colocéd un material de soporte absorbente que
arrastre la solucion hacia arriba, dicho material de soporte es previamente
colocado en cordeles previamente preparados (Similar a una
Cromatografia de Capa Fina).

Se deja evaporar la solucién acuosa al medio ambiente permitiéndose el
arrastre del Esteviosido y otros componentes al difundirse sobre el
material de soporte, ¢l agua se evapora y los componentes sélidos son
retenidos en dicho matenal, la difusién de la soluciéon acuosa fue

satisfactonia hasta la mitad del recorrido del material de soporte.
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+ Para mejorar la difusién de la solucién acuosa y por consiguiente la
retencion del Esteviosido en el material de soporte, se rocid la misma
solucidn acuosa por la parte superior del soporte, de esta forma se logra
una mejor difusién de la solucién en sentidos contrarios.

* OSe deja secar el material de soporte, observindose un cambio de
coloracion en el material a un color crema, con una formacion de capas en
su superficie de color verde, como si fuese una cromatografia de capa
fina.

¢ Una vez seco el material de soporte con el Esteviosido concentrado en
este, se procede a extraer dicho componente activo con metanol. El
resultado fue obtener una solucién metandlica de Esteviosido de color

verde claro.

Con este método de extraccion se evita arrastrar en exceso la clorofila contenida
en las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni, ademas se aprovecha la evaporacién
natural del agua para poder concentrar ¢l Esteviosido en el material de soporte,
finalmente se logra obtener una solucién metanolica de Esteviosido mas clara que

la solucidn etandlica anteriormente obtenida.

4.2 DESCRIPCION  DEL DESARROLLO EXPERIMENTAL
SELECCIONADO

Considerando las evaluaciones previas tanto para la separacién vy
purificacién del Esteviosido a partir de las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni, se
tiene que ¢l uso del etanol como solvente de extraccion no es recomendable
debido a su mayor capacided de extraccion de clorofila, dificultando de esta forma
la separacion del Esteviosido. Ademads la presencia de la clorofila dificulta el uso
de la Cromatografia de Columna como método de purificacién, de esta manera se
elige como pnimera etapa del proceso la extraccién acuosa, seguida de una
purificacion con metanol, para luego concentrar la solucién y cristalizar el

Esteviosido.
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Asi las operaciones a realizarse son descritas a continuacién:

a) Extraccién Acuosa

Se preparan soluciones acuosas de Stevia rebaudiana Bertoni en
extractores previamente construidos, para ello se sigue la siguiente

secuencia de extraccion variando el tiempo de extraccién en cada
tanque (Cuadro N° 4.2 y Fig. N° 4.1).



Cuadro N® 4.2: Algoritmo secuencial para la extraccién acuosa

TK
N° De
Operacion Salida de
es 1 2 3 cargas
, Carga A + Agua
pura
5 CargaB + Carga A + Agua
Solucién 2 pura
; CargaC + CargaB + Carga A + Agua
Solucién 2 Solucién 2 pura
Desc
4 arga Descarga A
Solucién 2
s Carga A + Carga C -+ Carga B + Agua
Solucién 2 Solucion 3 pura
- Descar,
6 : Z Descarga B
Solucién 2
Carga E +
i Carga A Carga C
7 Solucién 2° ]
Solucién 3 Agua pura
E}csca
8 e Descarga C

Solucion 2°




Figura N° 4.1: Diagrama de Extraccion Acuosa

DI MA DE EXTRACCION A

— CRcarga oF solucan aCusta
— Ratieo &b carga
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Se prepara 4 bolsas de tocuyo, con 40 g. de hojas de Stevia rebaudiana
Bertoni en las tres primeras bolsas y 30 g. en la cuarta, completando 150
g. de materia prima. El tiempo de extraccién en cada tanque fue de 20
minutos, cada tanque tuvo una capacidad de 1,2 L y el solvente de

extraccidn utilizado fue agua destilada.

b) Concentraciéon-Secado

Las soluciones acuosas de Stevia rebaudiana Bertoni fueron almacenadas
en un recipiente, para luego alimentar con dicha solucién al equipo de
concentracion - secado que se construyd previamente.

La soluciéon que fluye por las canaletas que forman parte del equipo,
desciende por rebose a través del material de soporte. los cuales fueron
colocados de manera vertical.

El Esteviosido y demas componentes disueltos en agua fueron retenidos
en el material de soporte, mientras que el agua se evapord debido a las
condiciones del ambiente.

Se usaron 12 materiales de soporte para retener ¢l Esteviosido en esta
primera corrida, siendo el tiempo de secado por cada juego de 4 soportes,

24 horas aproximadamente.
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¢) Extraccion Metanolica

¢ Una vez obtenido los materiales de soporte secos con el Esteviosido
retenido en estos, se procede a extraer dicho componente con metanol,

para ello se realizan dos tipos de extracciones: En frio v en caliente.

¢.1) Extraccion en frio:

Se lavan los materiales de soporte en un extractor de vidrio, utilizando
para ello 400 ml de metanol por cada uno, lavando 5 veces el material con el

mismo solvente, en un lapse de tiempo de 3 minutos por cada lavada.

¢.2) Extraccion en caliente:

Esta vez el material de soporte es lavado con metanol calentado
previamente en bafio Maria, a una temperatura promedio de 40 °C, dicho
solvente es usado para lavar 3 veces cada material, en el mismo lapso de

tiempo que en la extraccion en frio.

d) Concentraciom Metandlica

e La solucion metandlica de Esteviosido presentd coloracion verde. Para
concentrar dicha solucién se usé un rotaevaporador, el cual nos permitié

obtener una concentracidén mas uniforme.

¢) Cristalizacion *

e La solucion concentrada de Esteviosido es cristalizada aprovechando la
disminucion de temperatura, observandose precipitados de consistencia
gelatinosa en el fondo del cristalizador. Para facilitar la operacion se

colocan los cristalizadores a baja temperatura.
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e Una vez conseguida la formacién de precipitados en el cristalizador, se
procede a distribuir el contenido en viales para mejorar la cristalizacién.
Para ello se centrifuga el contenido de los viales buscando hacer mas
compacto la formacion de sélidos, una vez conseguido ello, se busca
evacuar el metanol remanente en los viales hasta un punto tal, en que la

cantidad de metano] sea minima.

f) Secado

e Luego de haber logrado la evacuacion del metanol de los precipitados
presentes en los wviales, se procede al secado de los mismos en un
desecador, evitando llevarlos a la estufa para evitar que se degraden los

otros componentes que acompaiian al Esteviosido.

g) Recristalizacion

e Para mejorar la apariencia de los sélidos obtenidos se procedid a lavarlos
con etanol frio, disolviéndolos posteriormente v realizando una nueva

cristalizacion.

El procedimiento descrito se realizé para 7 muestras de hojas de Stevia
rebaudiana Bertoni y a excepcion de la primera corrida experimental, en donde
los solidos obtenidos se disolvieron al hacerlos secar en una estufa a 60°C, en el

resto se logré obtener sdlidos de diferentes coloraciones. (Cuadro N 3.3).



Cuadro N° 4.3:Resultados de las corridas experimentales realizadas en

laboratorio
P Tiempo | Extraccién N° de
| Condicion ;. W(g) ] W ig) % W
‘ ; {h) metanodlica lavadas
l ¢s | Hoja . i ' i '
5 ; Extraccid Calient Calie Calie Calie
I huestra seca Frio Frio Frio Frio
i I acu0sa e nte nte nte
1 150 1,2 v 5 5 3.3
2 120 6,0 + A 5 4 4 10 | 33 | 833
3 113 33 v V 6 3 3 2,5
4 120 3,0 Y 4 15 12,5
5 150 6,0 ~.f A 10 | 4 4 2,67
6 120 3,0 y 5 17 14,17
7 150 4,67 v 5 11 7,33




_42 .

4.3 CARACTERIZACION DEL ESTEVIOSIDO

Para realizar la caracterizacion del Esteviosido se ha utilizado la técnica de
la Cromatografia en Capa Fina (TLC), usando para ello una muestra de
Esteviosido patrén de ongen comercial como referencia (Fig. N° 4.2), el mismo
que presenta una huella de color gris y los contornos de color verde oliva ( Fig. N°
5.4, PP). Esta huella patron nos servira como indicador para saber si las muestras
obtenidas durante el proceso de extraccion corresponden al producto deseado, asi
mientras perdure la presencia de esta huella gnis en las placas de aplicacion
confirmaremos la presencia del Estevioside. Inclusive con ello se puede
determinar el nimero de extracciones gque serdn necesarios en las diferentes
etapas del proceso, ya que se podra delerminar en forma cualitativa ¢l momento

en el cual deja de presenciarse las huellas del Esteviosido.

Figura N © 3.2: Muestra de Steviosido chino referencial
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La metodologia usada para realizar la Cromatografia en Capa Fina es la
siguiente:

Emplear placas de dimensiones 2,5 x 7 cm con silica gel 60G de Merck.
Colocar en tubos de ensayo 10 ml de solucién muestra a analizar, segin
sca la etapa del proceso.

Hervir moderadamente hasta concentrar la solucion a 0.5 ml
aproximadamente ( casi a sequedad ).

Terminada la ebullicion lavar el tube con 1 ml de metanol 2 veces y
vaciar el contenido a un vial.

Dejar evaporar el solvente hasta tener 0,5 ml aproximadamente.

Sembrar gota a gota con un capilar el contenido de las muestras sobre una
placa cromatografica.

Correr el Cromatograma empleande como solvente de arrastre una
solucién de CHCI3:CH30OH:H2O en la siguiente proporcion: 90:65:9,
respectivamente.

Retirar las placas cuando el solvente llegue aproximadamente a 1 cm del
extremo supenor de la placa, para luego dejarlas secar al ambiente.

Rociar con un revelador apropiado las placas conteniendo las muestras
preparadas, para nuestro trabajo se usaron la Fenilhidracina y el Acido
Sulfurico como reveladores (Fig, N® 2.3).

Calentar las muestras reveladas, luego de haber dejado que sequen al
ambiente a una temperatura de 80 °C.
La preparacion de la muestra patrén a partir del Esteviosido referencial de
fuente comercial (origen chino) siguié la misma metodologia descrita solo
que pmvii;mente se prepard una solucion de esta muestra en una relacion

de 1:20 en volumen.



Figura N°4.3: Materiales empleados en Cromatografia de capa fina
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CAPITULO 5

RESULTADOS EN EL PROCESO DE OBTENCION DEL
ESTEVIOSIDO
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Luego de haber experimentado extracciones de la hoja seca de Srevia
rebaudiana Bertoni con solventes como ¢l n- hexano, alcohol etilico y agua
destilada para extraer ¢l Esteviosido, se llegé a la conclusién de que sélo era
necesario realizar una simple extraccidon acuosa, dada la gran solubilidad del
Esteviosido en este solvente. A continuacién se buscé la forma de retener
dicho componente en un medio determinado (material de soporte), una vez
hecho esto, se procedidé a evaporar ¢l agua absorbida por el material de
soporte, aprovechando las condiciones ambientales. Luego de obtener el
material de soporte seco, se procedid a extraer el Esteviosido utilizando un
solvente polar como el metanol a una temperatura recomendable (40 °C), el
cual nos permitié obtener el Esteviosido en una solucién metandlica la misma
que fue concentrada en un rotaevaporador, para finalmente, cristalizar dicha
solucién obteniéndose de esta forma los primeros s6lidos que demostrarian la
presencia del Esteviosido, formando parte de una mezcla de glicésidos y

algunas resinas.
5.1 OPERACIONES DEL PROCESO
a) Secado de las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni.-
Una vez recogidos los tallos con hojas de Stevia rebaudiana Bertoni, s¢
proceden a hacerlas secar al ambiente durante un lapso de 4 a 7 dias. Es

preferible no secar las hojas en la estufa, dado que podrian degradarse

algunos componentes de las hojas.



Tabla de datos N” 4.1: Secado natural de las hojas

Peso total de la hoja Tiempo (h)
de Stevia (g)
891 0
836,5 19,33
823,5 21,56
725 23,49
639,5 43,82
591 46,32
578 47,07
564,5 47,99
556 48,71
4323 94,71
380 126,2
A 127,87
T 130,87
] 378 ) 154,87




Figura N° 5.1: Variacién del peso de 1a hoja de Stevia rebaudiana Bertoni con
respecto al tiempo

.
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Figura N° 5.2 : Secado de hojas de Stevia rebaudiana Bertoni




b) Seleccion de las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni.-

Luego de secar las hojas, se procede a separar aquellas que hayan sufrido
oxidaciones extremas por causa del medio ambiente, cambiando su color
verde natural a marrén. Se deben seleccionar las hojas secas de coloracion
verde amarillo de preferencia, las cuales presentan mayor sensacién de dulzura

al ser probadas.
¢) Extraccion Acuosa.-

La extraccion acuosa se realizé en medio frio y caliente usando agua
destilada o desionizada, se optd por este tipo de extraccion debido a la buena
solubilidad del Esteviosido en el agua y al poco arrastre de clorofila
proveniente de las hojas. La extraccién se realizé en etapas por lote variando
diversos parametros como la carga de hojas, volumen de agua, tiempo y
temperatura de operacion (Fig. N° 5.3).

Para la identificaciéon vy seleccidén del nimero de etapas que serian
recomendables realizar, se efectuaron dos experimentos considerando el
tiempo de extraccion y el nimero de etapas como pardmetros de trabajo, la
relacion carga /volumen de solvente se establecié en 50 g/l, al considerar que
este volumen era el requerido para cubrir toda la carga. Asi se realizaron las

siguientes pruebas:
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© Figura N°5.3: Extraccién acuosa por etapas

En un primer experimento se prepararon 6 muestras de solucién acuosa
de hojas de Stevia rebaudiana Bertoni rccogidas cada 8 minutos,
usandose para ello 50 gramos de hojas secas en 1 litro de agua destilada.
Luego de realizarse la Cromatografia se descubrié que a partir del
minuto 24 la extraccion del Esteviosido no presentaba cambios
significativos.(Fig. N® 5.4, A1-A6)



.51 -

Cuadro N®5.1: Resultados en Ja extraccion acuosa-Tiempo de extraccion

Resultados obtenidos en los cromatogramas Existencia de
Tiempo de Esteviosido
extraccion
(min)
8 Presencia de huella naranja (A1) No
16 Presencia de huella naranja (A2) No
24 Aparicién de huella gris, presencia del Si
Esteviosido (A3)
32 Aparicidn de huella gris de mayor intensidad Si
(A4)
40 Aparicion de huella gris de la misma intensidad Si
a la anterior (AS5)
48 Aparicion de huella gris de la misma intensidad Si
a la anterior (A6)

*

El segundo experimento sirvid para determinar ¢l nimero de extracciones
apropiadas que se deberian realizar en la extraccion acuosa, para ello se
prepararon soluciones con 50 gramos de hojas de Stevia rebaudiana
Bertoni en 1 litro de agua destilada pero esta vez se cambiaron los
solventes, recogiéndose 6 muestras cada 10 v 20 minutos
respectivamente, obteniéndose como resultado luego de haberse
practicadfn la Cromatografia que el nimero de extracciones adecuadas fue
4, debido a que luego de observar las siguientes placas cromatograficas,
estas disminuian en intensidad de color (color gris de acuerdo a la
muestra patrén), indicandose asi la menor presencia de Esteviosido en las
muestras (Fig. N° 5.5, B1-B6 y Fig. N° 5.5, C1-C6).




Cuadro N° 5.2: Resultados en la extraccién acuosa - N° de etapas

Optimo Tiempo de extraccion = 10 minutos

Resultados obtenidos en los cromatogramas Existencia de
Nimero de Esteviosido
etapas
1 Aparicién de huellas gris y naranja (B1) S
2 Aparicion de huellas gris en mayor intensidad y Si
naranja (B2)
3 Aparicion de huella gris en mayor cantidad e Si
intensidad acompaiiada de una huella naranja (B3)
4 Aparicion de huella gris de mayor intensidad y sin Si
la presencia de la huella naranja (B4)
5 Aparicién de huella gris en menor intensidad y Si (menor
cantidad, acompaiiada con huellas naranjas (B5) intensidad y
cantidad)
6 Aparicion solo de huella naranja rodeada de un No
color verde oliva (B6)




Cuadro N° 5.3: Resultados en la extraccion acuosa-N° de etapas dptimo

Tiempo de extraccion = 20 minutos

Resultados obtenidos en los cromatogramas

Existencia de

Niimero de Esteviosido
etapas
1 Aparicién de huellas gris y naranja (B1) Si
2 Aparicién de huellas gris en mayor intensidad v Si
naranja (B2)
3 Aparicién de huella gris en mayor cantidad e S1
intensidad acompaiiada de una huella naranja (B3)
4 Aparicién de huella gris de mayor intensidad y sin Si
la presencia de la huella naranja (B4)
5 Aparicion de huella gris en menor intensidad y Si (menor
cantidad, acompafada con huellas naranjas (B5) intensidad y
cantidad)
6 Aparicién solo de huella naranja rodeada de un No

color verde oliva (B6)




Figura 5.4: Huella del producto patrén ¥ cromatografia de la  extraccion

acuosa (Tiempo de extraccion)




Figura 5.5: Cromatografia en la Extraccion acuosa-N° de etapas dptimo
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Terminologia de los Cromatogramas

PB: Placa de silica gel

PP: Huella del producto patrén de Esteviosido.

Ai: Corrida experimental-Extraccién acuosa, variando el tiempo de extraccién
{cada 8 minutos), i =1 al 6.

Bi: Corrida experimental-Extraccion acuosa, variando el solvente y con
extracciones cada 10 minutos, 1= 1 al 6.

Ci: Corrida experimental-Extraccion acuosa, variando el solvente y con

extracciones cada 20 minutos, i =1 al 6.

d) Concentracion-Secado.-

Obtenida la solucidén acuosa de Esteviosido se procedié a concentrar y
secar dicha solucién sobre el equipo construido, el mismo que consiste en una
estructura de madera a la cual se le ha instalado unas canaletas de plastico, a
dichas canaletas se le colocod un material de soporte previamente seleccionado
(Fig. N° 4.6). Esta operacién mixta se logra haciendo fluir la solucién a través
de un sistema de irrigacién por canaletas construidas con tubos de PVC, para
ello se instala un recipiente de almacenamiento desde el cual se hace fluir la
solucion acuosa a través de delgadas mangueras de plastico, aprovechando la
energia potencial propercionada por la altura de la solucién liquida contenida
en ¢l recipiente.

Una vez que el liguido llega al rebose de las canaletas, la solucion empieza
irmgar al matenal de soporte previamente colocados en una disposicion
vertical a lo largo de las canaletas, iniciandose asi la difusion de la solucién
acuosa a través del material de soporte, ¢l mismo que absorberd los
componentes extraidos a lo largo de su recorrido, dando como resultado una
separacion y retencion de componentes, entre ellos el Esteviosido formandose
capas muy parecidas a las que se presentan en una cromatografia de capa fina.

De acuerdo a lo observado el Esteviosido se concentra en mayor proporcion
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en la parte inferior del material de soporte, considerandosc que la difusion
acuosa en dicho material se realiza en forma descendente (Fig. N° 5.7).

Paralelamente a la difusion de la solucién acuosa en el matenal de soporte
se lleva a cabo el secado de las mismas, consiguiéndose que se evapore ¢l
agua, para ello se aprovecha las condiciones ambientales del medio.

Este método puede ser muy bien adaptado en medios secos v alto andinos,
dcbido a su buena disposicion para aprovechar la baja presion atmosférica vy
baja humedad que presentan dichas zonas geograficas, las cuales favorecerian

las condiciones operativas en la operacion de secado.

Figura N° 5.6 : Distribucion del material de soporte
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Figura N° 5.7: Equipo de Concentracion — Secado

Fﬂ*’".—

¢) Extraceion Metandlica.-

Una ver obtemido el material de soporte con el Esteviosido retemdo en
este, se procede a extracr ¢l Esteviosido con un solvente polar como ¢l
metanol, ¢l mismo que presenta venlajas operalivas como su bajo punto de
ebullicion v su bajo poder extractivo de clorofila presente en el matenal de
soporte. La operacion se realizé en un extractor de vidrio convencional, que
aprovecha la diferencia de nivel para descargar la solucién metandlica, en éste
s¢ introduce uno por uno los materiales de soporte para luego afadir el
metanol y llevar a cabo la extraccion de los componentes, de esta forma se
obtiene una solucién metandlica de Esteviosido de color verde claro vy
transparente (Fig. N® 5.10).

La extraccidon metandlica s¢ llevo a cabo a una temperatura promedio de
40 °C, esto debido a los resultados observados en la evaluaciéon preliminar
realizada durante el desarrollo experimental en donde se obtuvo una mejor

extraccion del Esteviosido tanto en lo cualitative como en lo cuantitativo.
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La extraccion en caliente es llevada a cabo con metanol calentado
previamente en bafio maria en un rango de temperatura de 40 a 45 °C, esto
para evitar de que el solvente se evapore, dicho metanol luego es utilizado
para lavar el material de soporte, obteniendo una mejor extraccion del
Esteviosido en un menor nimero de lavadas, esto es entre 3 a 5 lavadas, esto
se puede comprobar al verificar sus propiedades organolépticas (sabor dulce
del material de soporte luego de haber hecho la extraccion) y a la prueba de
Cromatografia en TLC realizada en la caracterizacién.

Al igual que en la extraccion acuosa se realizaron dos experimentos para
determinar la presencia del Esteviosido en las muestras obtenidas, en el primer
experimento se procedid a recoger 5 muestras de solucién metandlica cada 3
minutos provenientes del lavado de materiales de soporte con
aproximadamente 450 ml de metanol calentado a 40 °C, observandose en
dichas muestras la presencia de unos solidos blanquecinos, los mismos que
fueron precipitados y separados via una centrifugacién, obteniendo 2 tipos de
muestras una solida v otra liguida a las cuales se les practico la
correspondiente Cromatografia (Fig. N® 5.8, D1-D35 y Fig. N° 5.5, E1-E3),
dando como resultado que la extraccién del Esteviosido con el metanol es
rapida va que a los 5 minutos la presencia de las huellas es marcada,
manteniéndose constante a lo largo de todas las placas; para corroborar la
presencia del Esteviosido en las muestras se realizé la Cromatografia a las
soluciones metandlicas sin separar los precipitados formados, obteniendose
una presencia de huellas en todas las placas, pero esta vez la forma de las
huellas eran heterogéneas (Fig. N° 5.9, F1-F3).

En el segundo experimento se procedié a recoger 5 muesiras de solucidn
metandlica proeedente del lavado de un material de soporte, cambiando el
solvente v en un lapso de 10 minutos entre cada muestra, al aplicdrseles la
Cromatografia se observé que hasta la cuarta placa la presencia de la huella de
Esteviosido era notoria, concluyéndose con ello que el niimero de extracciones

que deberian realizarse son 3 (Fig. N° 5.9, G1-G5).



Cuadro N® 5.4: Resultados en la extraccion metandlica-N° de etapas

optimo, Tiempo de extraccion = 10 minutos

Resultados obtenidos en los cromatogramas Existencia de
Niamero Esteviosido
de etapas

1 Aparicion de huellas gris, verde oliva y naranja Si
(G1)

2 Aparicién de huellas gris (mayor intensidad), verde Si
oliva y naranja (G2)

3 Aparicion de huella gris en la misma intensidad a la Si
anterior acompaiada de una huella naranja (G3)

4 Aparicién de huella gris de mayor intensidad a la Si ( menor
anterior, menor cantidad y acompaiiada de una intensidad y
huella naranja (G4) cantidad)

5 Aparicién de huella verde oliva y naranja sin No
presencia de la huella gris (GS)




Figura 5.8: Cromatografia en la Extraccion metandlica




Figura 5.9: Cromatografia en la extraccion metandlica
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Terminologia de los Cromatogramas

Di: Corrida experimental-Extraccion metandlica en caliente de los precipitados,
cada 5 minutos, i =1 al 6.

Ei: Corrida experimental-Extraccion metanélica en caliente de la fase liquida,
cada 5 minutos, i =1 al 6.

Fi: Corrida experimental-Extraccién metandélica cn caliente de la solucion sin
separar, cada 5 minutos, i =1 al 5.

Gi: Comida experimental-Extraccion metandlica en caliente, vaniando el solvente,

cada 10 minutos, 1=1 al 5

Figura N° 5.10: Extraccién metandlica
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f) Concentracién de la solucién metandolica.-

Luego de haber conseguido la solucién metanélica de Esteviosido el
siguiente paso es concentrar dicha solucion en un rotaevaporador, equipo que
nos permite concentrar la scluciéon de manera mas uniforme evaporando el
metanol usado en la extraccion, teniendo la posibilidad de trabajar al vacio
reduciendo el punto de ebullicién del metanol y por consiguiente €l tiempo de
concentracion, lo cual también nos permitiria evitar la degradacién de otros
componentes presentes en la solucién (Fig. N° 5.11).

Segun la experiencia es preferible realizar la concentraciéon de la solucion
hasta un punto en que se evite el cambio brusco de la coloracion verde claro a
una mas oscura, de lo conirano se produciria la degradacion de algunos
componentes presentes en la solucién, las mismas que impedirian la buena
formacién de sélidos al momento de realizarse la cristalizacién y ademis

causarian un oscurecimiento en la coloracion de los mismos,
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Figura N° 5.11: Concentracion de la solucion metandélica

g) Cristalizacion.-

Luego de obtenida la solucion concentrada de Esteviosido ¢n metanol se
procede a verter dicha soluciéon en un cristalizador disminuyendo la
temperatura lentamente, colocando luego el contenido a baja temperatura, el
resultado es la formacién de precipitados blanquecinos v de aspecto gelatinoso
en ¢l fondo del cristalizador los cuales demostrarian la presencia del
Esteviosido formando parte de una mezcla de glicésidos v algunas resinas
(1dentificacion realizada por TLC) { Fig. N® 5.12)

La formacion de precipitados varian de color dependiendo de lo bien que
se haya realizado la concentracion metandlica, si ésta ha sido muy drastica la
coloracion se tornara cremosa y hasta oscura, pero si la concentracion se llevo
a cabo cvitando condiciones bruscas de operacion, los solidos precipitados

presentaran una coloracion blanquesina (Fig. N° 5.13).
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Los sélidos precipitados constituyen una mezcla de glicésidos entre ellos
el Esteviosido y el Rebaudiosido A, acompaiiado de otros componentes como
grasas y resinas (taninos) que no pudicron ser scparados cn el transcurso del
proceso, estos componentes indeseables impiden la formacién compacta de

cristales de Esteviosido tal como se deberia esperar.

Figura N° 5.12: Obtencion de los precipitados de Esteviosido

o
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Figura N°5.13: Variacion del color en los precipitados de Esteviosido

obtenidos en la etapa de concentracion

h) Secado de Solidos.-

Una vez formado los sélidos precipitados ¢n el cristalizador, se busca
evacuar la solucion metandlica no saturada, previamente sc distribuye el
contenido del cristalizador en viales para mejorar la precipitacion, lucgo de
haber evacuado la maxima cantidad de solucién posible se¢ juntan los
precipitados en otros viales para ser luego centrifugados v asi poder obtener
mas compactos nuestros sélidos, finalmente se lleva los sélidos centrifugados
a un desecador, obteniendo asi los precipitados sccos.

Las soluciones no saturadas de metanol son nuevamente concentradas en
¢l rotacvaporador para luego recristalizar los precipitados que no han podido

obtenerse en la primera cristalizacion (Fig. N° 5.14).
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Figura N° 5.14: Extractos de Esteviosido secos

i) Recristalizacion

Una vez obtenido los extractos de Esteviosido secos s¢ procedié a lavarlos
con etanol en frio, disolviendo dichos sélidos bajo un calentamiento previo con
dicho solvente, la solucidn disuelta luego fue recnstalizada y nuevamente secada

obteniéndose solidos mas claros.
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CAPITULO 6

EVALUACION PARA LA OPERACION A NIVEL PILOTO
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Se procedié a hacer un ensayo experimental con 350 g. de hojas de Stevia
rebaudiana Bertoni previamente secadas (30% de humedad), los cuales fueron
procesadas de acuerdo a la secuencia de operaciones ya desarrollada para la
obtencion del Esteviosido, siendo las observaciones y resultados los

siguientes:

6.1 ETAPA DE EXTRACCION ACUOSA

Se prepararon 7 paquetes de 50 g. de hojas de Stevia rebaudiana Bertoni
cada uno en bolsas de tocuyo y se colocaron en los extractores con 1 L de
agua desionizada en cada tanque, realizindose extracciones de 3 etapas a
contracorriente para cada paquete de 50 g. de hojas y un tiempo de 30 minutos

para cada etapa.

6.2 ETAPA DE CONCENTRACION - SECADO

Para la Absorcién-Secado de la solucion acuosa de Esteviosido se uso el
equipo experimental preparado en las pruebas de laboratorio (Figura N°® 5.6 )
usindose para cllo 24 materiales de soporte previamente tratados (lavados vy
secos) para cargarlas con la solucion de Esteviosido, esta etapa se realizé en
tramos, usandose 4 materiales de soporte en cada tramo. Mayores detalles se

muestran en ¢l siguiente cuadro:
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Cuadro N° 6.1 : Concentracion — Secado Experimental a nivel piloto

Nimero de| Tiempo de | Tr/min | Volumen | Volumen | Volumen | Temperat
juego de | Exposicion inicial (I) | final (1) de agua ura °C

materiales (L) evaporada

de soporte

1 2h 20min 13 42 3,15 1,05 28

2 3h 40min 14 3,15 2,1 1,05 27

3 Sh 13min 13 34 1,65 1,75 26

4 3h 56m 13 3,15 1,775 1,375 28

5 5h 16min 12 3,013 1,27 1,743 26

6 48 min . 12 1,27 0,7 0,57 27

tr: Tiempo de recorrido de la solucion en el material de soporte..

Viniciar: Volumen inicial de solucién acuosa de Esteviosido

Vina: Volumen final de solucién acuosa de Esteviosido.

Los 700 mL de soluciéon acuosa de Esteviosido que sobraron fueron

absorbidos en el sexto juego de matenal de soporte, ya en un ambiente

cerrado y dejandolo de un dia para otro.

6.3 ETAPA DE EXTRACCION METANOLICA

Una vez secadas los 24 matenales de soporte conteniendo el Esteviosido y

otras impurezas se procedid a lavar los mismos en un extractor cerrado v

acondicionado previamente (Figura N° 6.1), para ello s¢ trabajé en 3 lotes de 8

materiales de,soporte cada uno, las condiciones en cada lote de extraccién

fueron las siguientes:
N° de lavadas: 2

Volumen de metanolflavada=7L

Tiempo: 40 minutos de extraccién/lavada

Temperatura promedio: 40°C
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La solucién de Esteviosido que se obtuvo tuvo un color amarillo
oscuro y los materiales de soporte a los que se les realizé la extraccién no
presentaban sensacion de dulzura al verificar su propiedad organoléptica

(sabor).

6.4 ETAPA DE CONCENTRACION

La solucidon metandlica a concentrar, previamente era reducida en volumen
a través de un destilador convencional, debido al alto volumen a concentrar
(aprox. 14 L), luego de reducido el volumen se observé que el cambio de color
en la solucién era relativamente rapido, oscureciéndose aliin mas, se tratd

entonces de no concentrar demasiado la solucién metandlica de Esteviosido.

6.5 ETAPA DE CRISTALIZACION

La solucién concentrada de Esteviosido era vertida en los cristalizadores,
permitiendo que disminuya la temperatura lentamente de 70°C a la
temperatura ambiente, para luego llevar dicha solucion a la refrigeracion.

Las soluciones que se obtenian se juntaban en un cristalizador de mayor
tamafio, para asi permitir una mejor precipitacion de los sélidos, observandose
asi una solucién metandlica no saturada de color marrén y unos sélidos de
coloracién cremosa, dichos sélidos eran separados de la fase liquida, primero
evacuando el liquido y luego distribuyendo la solucién remanente en unos
tubos de ensayo para que sean centrifugados.

Luego de separar los solidos del liquide por medio de la centrifugacion se

observd que estos presentaron una consistencia viscosa vy tenian una coloracion

L]

cremaosa.



Figura N° 6.1: Equipo usado en la extraccién metanélica




6.6 ETAPA DE SECADO DE SOLIDOS

Los solidos obtenidos fucron reunidos en determinados recipientes para

luego ser llevados a un desecador v proceder a su secado.

6.7 RECRISTALIZACION
Los solidos secos son disucltos en etanol bajo un calentamiento en bafio
maria para luego scr recristalizados y obtener unos sélidos mas claros y de

MENOTr consislencia viscosa.

6.8 CALCULOS A NIVEL PILOTO

a) Balance de materia

a.1) En el secado de la materia prima
Para realizar la curva de secado de la materia prima, se ticnen los siguientes
datos.

Peso imicial de hojas: 728 g,

Humedad imcial : 80%

Peso final de hojas secas: 216 g.

Volumen de agua evaporada =512 g

Humedad Final: x

Balance de matena para ¢l agua

0,8 (728) = x (216) = 512

x =0,3259

Luego el % dc humedad final de las hojas de Stevia es 32,59%.



a.2) En la Etapa de Extraccion Acuosa

Figura 6.2: Balance de materia — extraceién acuosa
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a.3) En la etapa de concentracién-secado

En esta etapa se tienen los siguientes datos:

Cuadro N° 6.2: Datos de concentracién-secado a nivel piloto

# de jgo. l | K
De

material | Wi [W," [AW, |[W2 [W2" AW, [W3 [W3 AW, [We (WS AW, | W

de | '
soporte ’

I 144 |48 |4 1405 1435 |3 |38 409 |29 |43 |47 |4 139

42,8 1450 |22 |46,8 |48,2 (14 |40 (41515 (398 419 20 |72

32,2 1338 1,6 (40,8 |45 |42 37,8 (40,3 |2,5 |383 [41,2 {29 |11,2

38,5 1395 1,0 [41,5 (435 (2,0 41,2 1429 |1,7 |392 (40,8 1,7 |64

43,2 1450 |18 |36,8 |41,0 (4,2 |40,5 (420 |1,5 |37,8 |408 |3,0 |10,5

S| e | k| b2

37,0 139,{! 2,0 1393 46,0 {6,’? 38,1 143.9 58 37,0 1390 (2,0 |165

Wt | 65,7

Wi: peso del material de soporte seco antes de la operacién absorcién-secado, en
L.

Wi': peso del material de soporte después de la operacién absorcion-secado, en g.
AW;: variacion del peso, en g. Siendo i = 1,2,3,4.

Wh: peso de los sélidos retenidos en cada juego de material de soporte, en g.

Wr: peso de los solidos totales retenidos en los 24 materiales de soporte, en g.



Figura 6.3: Balance de materia, concentracion - secado
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b) Balance de energia

b.1) En la etapa de concentracién-secado

Qs=Pv*t

Donde:

Qs = Calor usado en el secado del material de soporte en joules
Pv = Potencia del ventilador usado, en watts
t = Tiempo de secado del material de soporte ( en segundos )

Datos :
Pv = 20 watts
t=28800s
Reemplazando datos:

Qs = 576000 joules

b.2) En la etapa de extraccion metandlica

Qe = Msol * Cp *dT
Donde:
Qe = Calor absorbido por la solucion metanélica en joules
Msol = Masa de la solucién metandlica a extraer en g.
Cp = Capacidad calorifica del metanol en cal/g °C.
dT = Variacion de temperatura, siendo Tf=40*CylaTi=20"C
Datos:
Msol = 14000 g
Cp = 0,717 cal/g °C (Cp promedio al 69,6% en mol)
dT =20
Reemplazando valores se tiene: Qe = 200760 cal
Qe = 839176,8 joules
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b.3) En la etapa de concentracion

Qc=Msol * Cp *dT

Donde:

Qc = Calor absorbido por la solucién metanélica en joules

Msol = Masa de la solucién metandlica a concentrar en g.

Cp = Capacidad calorifica del metanol en cal/g °C

dT = Varnacion de la temperatura, siendo Tf=63°Cy
Ti=20°C

Datos:

Msol = 8750 g. (Considerando una pérdida del 6,25%)

Cp =0,726 cal/g °C. (al 69,6% en mol y 40°C)

dT=43°C

Reemplazando datos: Qc = 273157,5 cal.

Qc.=1141798,35 joules

b.4) En la etapa de recuperacion de metanol

Qr = Msol * Lv + Msol * Cp *dT

Donde:

Qr = Calor empleado en la recuperacién del metanol en  joules

Msol = Masa de la solucion metanélica a recuperar en g.

Lv = Calor latente de vaporizacion del metanol en cal/g.

Cp = Capacidad calorifica del metanol en cal/g.”C.

dT = Variacion de la temperatura, siendo Tf=63°C y
Tis= 20°C.

Datos:

Msol = 8750 g. (Considerando una pérdida del 6,25%)

Lv = 262,79 cal/g.

Cp = 0,726 cal/g.°C (al 69,6% en mol y 40°C)

dT = 43°C.
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Reemplazando datos: Qr = 503098,75 cal
Qr=2102952,78 joules
Finalmente la energia total (Qt) utilizada en ¢l proceso seri:
Qt=0Qs+ Qe+ Qc+Qr
Reemplazando valores tenemos:
Qt = 576000 + 839176,8 + 1141798,35 + 2102952,78
Qt = 465992793 joules
Qt = 4659,93 KJ



6.9 COSTO DE PROCESAMIENTO
a) Costo primo del producto obtenido

Costo de manufactura para la obtencién del Esteviosido

Precio/Unidad| Sub-
Insumos Unidad N°® de Unid. (8) Total
[Hojas de Steviaseca | Gramos 350 0,0087 3,05
Alcohol Metilico

comercial Galones 2 20 40,00
Agua Destilada Galones 2 25 5,00
[Material de soporte Metros 2 5 10,00
[Energia consumida Kw-h 1,29 0,4. 0,52
Total 63,72

Gramos de producto
extraido 10,00
Fusto unitario 5,86

Tipo de cambio: 3,48

Costo de materia prima: 2,5

$/Kg




b) Costo de anilisis en la obtencion del Esteviosido

Costo de analisis en la caracterizaciéon del Esteviosido
Insumos ' Unidad = N°de Unid. | Precio/Unidad (S/) | Sub- Total

Silica gel Gramos 100 0,23 23,00

Alcohol Metilico Grado E

PA ml 100 0,024 2,40

Alcohol Etilico Grado

[PA ml 50 0,05 2,50

Cloroformo ml 50 0.039 1.95

Acido Sulfiirico ( 98%) ml 20 0.028 0,56

[Fenilhidracina ml 20 4,32 86,40
Total 116,81

Tipo de cambio: 3,48



CAPITULO 7

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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CONCLUSIONES

L

La extraccion acuosa del Esteviosido a partir de las hojas de Stevia
rebaudiana Bertoni se ve favorecida a temperatura ambiente, debido a
que el aumentar la temperatura del agua se estaria extrayendo otras

sustancias indeseables que acompanarian al Esteviosido.

La extraccion metandlica del Esteviosido proveniente del material de
soporte se ve favorecida al aumentar la temperatura del metanol, no solo
en cuanto al aumento de la solubilidad del Esteviosido en metanol, sino
que al parecer una mayor temperatura del solvente permite eliminar
algunos componentes que acompaiiaban al Esteviosido, ello se observa al

obtener una solucion mas transparente.

En la etapa de la concentracion metanélica se determind que el control de

| a temperatura influye en la calidad de producto.

El método para secar los materiales de soporte que absorben los
componentes contenidos en la solucidén acuosa, se verian favorecidos si
las condiciones ambientales se llevasen a cabo en regiones alto andinas vy
de escasa humedad, representado ello un ahorro econémico para el

proceso.

AHvagua = 2446,44 joules/g (a 20°C y 0,023 atm).
AHvagua = 2315,59 joules/g (a 76,67°C y 0,41 atm).
AHvagua = 2285,90 joules/g (a 86,67°C y 0,61 atm).

La coloracién y consistencia de los sélidos obtenidos en la etapa de
cristalizacién dependen directamente de la correcta manipulacién que se

realiza en las distintas etapas del proceso.



-88 -

El tiempo minimo necesario para la extraccion acuosa es de 24 minutos.

Por encima de los 40 minutos la presencia del Esteviosido en la

extraccion acuosa es muy pequeia.

Con la cromatografia de capa fina (TLC) no sélo podemos determinar la
presencia del Esteviosido y otros componentes, sino que ademas se puede
determinar de manera cualitativa el momento en el cual dicha presencia

aumenta o disminuye.

De acuerdo a la cromatografia de capa fina (TLC) realizada en ¢l analisis
de caracterizacion del Esteviosido el nimero éptimo de extracciones para
la fase acuosa es 4, mientras que para la extraccion metanolica el nimero

de extracciones adecuadas es 3.

RECOMENDACIONES

En la etapa de la concentracion — secado de la solucion acuosa es
preferible evitar cargar demasiado el material de soporte con los
componentes presentes en la Srevia rebaudiana Bertoni al momento de
irrigarlas con la solucion acuosa, debido a que podrian oxidarse los otros
componentes organicos que acompanan al Esteviosido, como
consecuencia de la exposicion del material de soporte al medio ambiente,
lo cual ocasionaria un cambio en la coloracion de nuestro producto, es por

ello que se recomienda cambiar permanentemente el material de soporte.

En la etapa de extraccion metandlica se debe tener mucho cuidado al
momento de manipular el metanol al hacer el lavado del material de
soporte, debido a las consecuencias téxicas de dicho solvente sobre la

salud.
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¢ En la etapa de concentracion se recomienda no secar los sélidos obtenidos
en la estufa dado a que se degradarian dichos componentes indeseables
permitiendo el enmascaramiento o disolucién del Esteviosido, haciendo

mas complicado su separacion.
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Composicion de la Stevia rebaudiana Bertoni

¢ o
1 I
L i
[ ] M
Ftwiduor e A

|
|




Productos comerciales a partir de la Stevig rebaudiana Bertoni

Sley i_;l; !I-"'-_.ll_i_[_l.._' N"\_"-_, _NIL}IJI. W !i!._'l_l.' H‘.;'_'__;: | \'.l;‘._'..: Balance with

Steviosides, Steviosides 2530mgp, Inulio & Chromium

0.9 OZ 60 Capsules 2 O

$5.99Us $6.49US

{50,030 per 0z) (S0.108 per Capsule) (S2.625 per oz S

$10.29 US

Stevia Extract Liguid, | Stevia Extract Packets | Stevia Extract Packets Stevia Glveeri

60 ml, - Drv Powder, - Dry Powder,

100 Packets 33 Oz

$10.29 US $8.99US §38.99 US $8.79US

(50.172 per ml.) (50,090 per Packel) (51.114 per oz)




Estructura Quimica de los Steviol —Glycosides

Stevioside: R1
Hz

Rebaud A = R1

Rebaud C = R1
R2

: Glu
: Glu-Glu
- Glu
Ra:

Glu-Glu
|
Glu

: Glu
- Glu-Rha

|
Glu

Dulco A =R : Glu

R2: Glu-Rha



Anexo N” 4: Camino Subcelular para la sintesis de un glicosido

ER Golgi Vacuole
steviol “"'4-\.‘_
/ atractylitrel == glucosylation /\
” \\ _ \
kaurenol S - stevioside |
\ ﬁ 0" 0% .
GA fusion / atractyloside |

/ | \ Q GAglucosides |
multiple pathways ~ — ucosylabion e




Procesamiento Industrial del Esteviosido

Reaction Process

Process of high-purity stevioside seperating

Quick Concentrating Technology
Quick concentrating technology to keep

sweetening quality at low-temp




Spray Dry Process

Granulation of stevioside product

Research and Development

Quality Control System
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