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RESUMEN

Los edulcorantes naturales constituyen, en la actualidad, una excelente alternativa para
mitigar en parte el deseo del consumo del azlicar ya que no contribuyen al aumento
caldrico. Dentro de estos edulcorantes destaca el edulcorante Stevia ya que tiene una
capacidad edulcorante de 200 a 300 veces mas que el azlcar pero sin los efectos tan

contraproducentes que éste genera en el organismo humano.

Este trabajo presenta el estudio de mejoramiento del proceso de extraccion via infusion
del edulcorante de la planta de Stevia de una planta de produccion ubicada en el Estado
de Puebla, ya que el proceso actual de obtencién de dicho edulcorante, Stevia, en esta
planta de produccion presenta algunas dificultades, tales como la seleccién del equipo,
funcionamiento de éste, condiciones del inmueble y servicios requeridos que no fueron
tomados en cuenta al momento de llevar a cabo la instalacidn de la planta, por lo que se
pretende aminorar los problemas y obtener un mejor rendimiento al hacer mas eficiente

la extraccion de edulcorante en cuestion.

El trabajo se dividid en tres apartados, en el primero se hizo una evaluacién de las
instalaciones de la planta de produccidn asi como del proceso en si con el que se contaba.
Dicha evaluacion puso en evidencia la carencia en la que se encuentra la planta de
produccién asi como la improductividad que presenta, ocasionados ambos, por el hecho
de que los equipos seleccionados no son los mas adecuados, tal es el caso del secador,
solo por citar un ejemplo, que actualmente es un secador de charola mientras que lo
adecuado es un secador por aspersion.

En un segundo apartado se llevaron a cabo pruebas de infusién a diferentes proporciones
agua-hoja seca de Stevia, diferente tamafio de materia prima, varias temperaturas de
extraccién y diferentes velocidades de agitacion asi como la caracterizacion de las hojas
de la planta de Stevia por la técnica de microscopia electrénica de barrido (SEM). De igual
manera, se efectuaron pruebas con hojas provenientes de cuatro regiones diferentes con
la finalidad de comparar el comportamiento de cada una de ellas en la extraccion y asi

estandarizar el proceso de obtencién del edulcorante. Como punto adicional, se hicieron
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pruebas de filtracion a las infusiones obtenidas para retirar algunas particulas soélidas
presentes, ademds de un proceso de floculacion para aclarar dicho liquido. Finalmente,
para conocer la pureza del producto obtenido se analizé utilizando cromatografia de
liquidos (HPLC).

Los resultados obtenidos de la segunda seccidon, ademds de encontrar los mejores
parametros de temperatura, agitaciéon y relacion sdlido/liquido para efectuar la
extraccién del edulcorante, demuestran la eficacia de los procesos de floculacién y
filtracién en la disminucién de impurezas del extracto y por lo tanto un incremento del
contenido porcentual tanto del Rebaudidsido A como del Estevidsido.

Para la ultima seccion se introdujo la implementacién de las mejoras sugeridas a la planta

de produccién.

Palabras clave: edulcorante, Stevia, rebaudiosido A, esteviosido, extraccion.
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SUMMARY

The natural sweeteners are, at present, an excellent alternative to mitigate some desire
sugar consumption and do not contribute to increasing calorie. Among these sweetener
stands out the Stevia sweetener because it has a sweetening capacity 200 to 300 times

that of sucrose but counterproductive as it occurs in the human body sugar.

This paper presents the study of improving the extraction process via infusion sweetener
Stevia plant in a production plant located in the State of Puebla, as the current process for
obtaining said sweetener, Stevia, in this production plant presents some difficulties, such
as equipment selection, operation thereof, conditions of the property and services
required that were not taken into account when carrying out the installation of the plant,
which is to minimize the problems and get a best performance by making more efficient

extraction of sweetener in question.

The work was divided into three sections, the first was an evaluation of the plant facilities
and production process itself with which he had. This assessment revealed deficiency in
the production plant and unproductive having, caused both by the fact that the selected
computers are not the most appropriate, as in the case of the dryer, for example, which is

now a tray dryer while it is appropriate to a spray dryer.

The second section tests were conducted at different infusion water-dry leaf Stevia,
different size of raw material, several different extraction temperatures and stirring
speeds and the characterization of the leaves of the Stevia plant of proportions using the
technique of scanning electron microscopy (SEM). Similarly, tests were performed with
leaves from four different regions in order to compare the performance of each one in the
extraction and standardize the process of obtaining the sweetener. As a further point,
filtration test in the obtained infusions where made, in order to remove some solid
particles, in addition to a flocculation process to clarify the liquid. Finally, to determine the

purity of the infusion was analyzed using liquid chromatography (HPLC).

The best results of the second section, in addition to finding the parameters of

temperature, agitation and solid/liquid in order to get extraction of the sweetener
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relationship, shows the efficacy of flocculation and filtration processes in the reduction of
impurities of the extract and an increase in both the percentage content of Rebaudioside

A and Stevioside.

For the last section the implementation of the suggested improvements to the production

plant was introduced.

Key words: sweetener, Stevia, rebaudioside A, stevioside, extraction.

1.Q. Lizbeth Martinez Bucio Pagina iv



DEDICATORIAS

Este trabajo va dedicado con todo mi amor a mi mam4, Sra. Esperanza Bucio Nolasco, por
la confianza puesta en mi al emprender esta nueva aventura, su paciencia, amor,
dedicacién y sobre todo la educacidn que me inculcé cuya causa es la razén de este nuevo
logro en mi vida como de todos los logrados anteriormente.

A mi padre, Sr. Baldomero Martinez Martinez, por su apoyo, amor y educacién que son
parte de la formacion de mi temple y caracter.

A mi hermano, Doane Adair Martinez Bucio, que muchas veces le ha tocado lidiar con los
momentos dificiles a causa de mi ausencia en casa y que ha sacado la casta y con la frente
muy en alto. Gracias ito por ser como eres y sacarnos, a los tres, la sonrisa cuando menos
lo esperamos.

A mi tio, Marco Antonio Bucio Nolasco, por su apoyo incondicional, amor y formar parte
muy importante en mi vida.

Y finalmente a mis dos angelitos, Sr. Rogelio Bucio Ramirez y Ana Luisa Nolasco Montoya
por todo su amor y tiempo que compartimos miestras Dios lo permitié a lo largo de mi
vida.

Esto es para todos ustedes quienes confian en mi, en mis capacidades y estas ahi cuando
los necesito sin importar nada mas, aqui puedes ver reflejada uno mas de sus logros por
sin duda este trabajo y proyecto también es suyo.

1.Q. Lizbeth Martinez Bucio Paginav



AGRADECIMIENTOS

Antes que nada quiero agradecer a Dios por darme la oportunidad de llevar a buen
término una mas de mis metas propuestas, darme la salud, fortaleza e inteligencia para
vencer todas las vicisitudes que se presentaron durante el tiempo de duracién de este
proyecto.

También expreso mi mds sincero agradecimiento a mi familia; padre, madre y hermano
por su apoyo incondicional durante todo este proceso. De manera muy especial a mi
madre por ensefiarme a no darme por vencida hasta haber alcanzado las metas
propuestas.

A mis tios, Marco Antonio Bucio y Guillermina Martinez por darme su tiempo, apoyo,
confianza y carifio, abrirme las puertas de su casa huevamente en este proyecto y estar
cuando mas se necesita.

A mis segundos padres aunque muchas de las veces fungieron como los primeros, Rogelio
Bucio Ramirez y Ana Luisa Nolasco Montoya que aunque ya no estan con nosotros fueron
y siguen siendo una piedra fundamental de mi formacion tanto académica como personal
siendo dos de las personas que mas quiero y extrafo.

Agradezco también a las personas laboraron, Nancy Ruiz Gonzalez, y que laboran en el
CUV y TT; Ing. Mayté Juarez Meneses, Ing. José Alejo Zarate Reyes, Mtra. Carla de la Cerna
Hernandez, Mtro. Eric Reyes Cervantes y al Dr. Gerardo Cortés que ayudaron a llevar a
buen término la elaboracién de este trabajo porque mds que ser unos buenos
compaiieros de trabajo llegaron a ser también unos buenos amigos.

Por ultimo, aunque no por ello menos importante, a los Dr. Efrain Rubio Rosas y al dr.
Jenaro L. Varela Caselis por la confianza puesta en mi persona para la elaboracién de este
proyecto, el tiempo invertido y sus amables atenciones.

1.Q. Lizbeth Martinez Bucio Pagina vi



NOMENCLATURA

ATR Attenuated Total Reflectance (Reflectancia Total Atenuada)

CFE Comision Federal de Electricidad

FDA Food and Drug Administration

HPLC High Performance liquid chromatography (Cromatografia liquida de alta
eficacia)

M1PF Muestra de extracto recién extraida

M2PF Muestra de extracto con maceracion

M3PF Muestra de extracto filtrada con papel filtro (8-12um)

M4PF Muestra de extracto filtrada a 0.20um

M5PF Muestra de extracto recién floculada

M6PF Muestra de extracto 18 horas después de floculada

M7PF Muestra de extracto floculada y filtrada con papel filtro (8-12:m)

M8PF Muestra de extracto floculada y filtrada a 0.20um

MPM Materia Prima proveniente de la Mixteca

MPP Materia Prima proveniente de Puebla

MPT Materia Prima proveniente de Tecolutla

MPV Materia Prima proveniente de Veracruz

mUA Unidades de altura de pico reportado por el HPLC (mili Unidades de
Amplitud)

mUA*min Unidades de area de pico reportado por el HPLC (mili Unidades de Amplitud

por minuto)
w/v Relacion peso/volumen
w/w Relacion peso/peso
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INTRODUCCION

La Stevia rebaudiana Bertoni es una planta originaria del norte Argentino, Paraguay vy
Brasil que en sus hojas contiene una serie de sustancias denominadas glucésidos, que se
caracterizan por presentar un sabor que comparado con el del azlcar es entre 200 y 300
veces mayor (Aguilar, 2004; Chatsudthipong & Muanprasat, 2009; Lopez Torres & Pefla Guevara,
2004). Ademas de ser endulzantes, estos compuestos, presentan una serie de efectos
beneficiosos para el organismo, debido a que pueden ser consumidos por personas
diabéticas y obesas, no son cancerigenos, mutagénicos ni tienen efectos téxicos. Los
glucésidos presentes en la hoja, responsables del sabor dulce son Estevidsido,
Rebaudidsidos A, B, C, D, E y Dulcdsidos A y B, siendo los mas abundantes Estevidsido y
Rebaudidsido A (Kovylyaeva et al., 2007; Lemus-Mondaca, Vega-Gélvez, Zura-Bravo, & Ah-Hen,
2012). Ademas, poseen los mejores atributos sensoriales como endulzantes.

En la actualidad la produccidn de edulcorantes a base de Stevia rebaudiana Bertoni ha ido
en aumento, el mayor productor es China, y Paraguay es el segundo productor mundial de
edulcorantes a base de Stevia. En México, son escasos los articulos cientificos que
abordan el uso de las hojas de la planta Stevia para produccién de edulcorantes naturales
y la produccién nacional de estos productos es muy reciente, pues casi todo el producto
gue se consume en México es importado. (Celis, 2012)

Por otra parte, la tendencia de la sociedad apunta a consumir cada vez mds productos
naturales, particularmente en el mercado de los edulcorantes, en especial los producidos
a partir de Stevia, han venido desplazando a los edulcorantes artificiales a los cuales se les
atribuyen efectos secundarios nocivos para la salud. Se pronosticé que el mercado
mundial de Stevia podria alcanzar los mil millones de dodlares hacia el afio 2014 vy la
Organizacion Mundial de la Salud espera que la Stevia represente el 20% de los 80 mil
millones de ddlares del mercado mundial de los edulcorantes, es por ello que se dice que
este producto representa una gran area de oportunidad. (Celis, 2012)

La produccidon de edulcorantes naturales a partir de las hojas de Stevia en México, estd
muy limitada, debido al poco conocimiento sobre las propiedades de planta, asi como a la

falta de optimizacién en el proceso de extraccidn y purificacion de los glucésidos del
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steviol, lo que pone en evidencia las necesidades tecnoldgicas de este sector
agroindustrial en México.

El objetivo del presente trabajo fue llevar a cabo la evaluaciéon y mejoramiento a nivel
laboratorio del proceso de extraccién de una planta de produccidn de edulcorantes a base

de Stevia ubicada en el Estado de Puebla.

El proyecto consta de tres fases: en la primera se realiza una evaluacidn de las condiciones
en que se encuentra realmente la empresa, la segunda en reproducir y mejorar el proceso
de extraccidén que se tiene (todo ello a nivel laboratorio) para finalmente, en la tercera
etapa, efectuar las recomendaciones pertinentes para el mejoramiento de la planta de

produccién.

Las tres etapas quedan asentadas dentro del documento en una introduccién y tres

capitulos distribuidos de la siguiente manera:

En el primer se habla de los antecedentes, es decir, el conocimiento tanto del producto a
obtener como el origen de procedencia del mismo y su razén de ser, lo que actualmente
se esta siguiendo en la Empresa en estudio y las diferentes técnicas de obtencion del
producto. Este ultimo punto a causa de que dicho proceso no se encontraba debidamente
caracterizado por lo que, a pesar de que en un inicio se planted el mejoramiento de todas
las etapas de proceso de produccidn, fue necesario reducir dichos alcances a solo la etapa

de extraccion.

El segundo capitulo habla de la metodologia, de cudles son las técnicas a seguir y como se

llevaran a cabo los experimentos y los métodos de cada equipo.

Finalmente, el tercer apartado, son los resultados de los experimentos realizados asi como
el reporte de las condiciones de operacién de la planta y el estado en que se encontro la
misma antes de implementar los resultados de laboratorio, las condiciones en que se deja

la planta después de los resultados y las sugerencias al proceso para mejorarlo.
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ANTECEDENTES

I.1 Tipos de edulcorantes

Los productos dulces han sido consumidos por el hombre desde el inicio de su historia con

la finalidad de dar un sabor mas agradable a los diversos alimentos a consumir. Es por ello

que recurre a la implementacién de los edulcorantes.

La palabra edulcorante viene de la palabra latina “dulcor”, que significa dulzor. Por lo

tanto, un edulcorante es cualquier sustancia, natural o artificial, que es capaz de dotar de

sabor dulce a un alimento, una bebida o un medicamento que de otra forma tiene sabor

amargo o desagradable. (Aguilar, 2004; Lépez Torres & Pefia Guevara, 2004)

Algunas de las funciones generales de los edulcorantes en la industria alimentaria son

(Valdés Martinez & Ruiz Ortiz, 2009):

W
3

Aportacion de dulzor al producto.

Neutralizacién de sabores astringentes (en jugo de uva) y picante (chocolate).
Efecto preservativo (por su higroscopicidad), por lo que se reduce el crecimiento
microbiano.

Para realzar el sabor de algunos alimentos como en las carnes curadas.

Como fuente de carbono para levaduras y otros microorganismos, en procesos de
fermentacion como en panificacién, bebidas alcohdlicas, vinagre, etc.
Contribuyente en el desarrollo del color y sabor debido a reacciones de
caramelizacidn y obscurecimiento de Maillard (cajetas, productos de panificacion,
etc).

Proveedor de cuerpo, palatabilidad y textura (jarabes, dulces, helados, etc).
Mejoramiento de las propiedades funcionales como el control del punto de
congelacion de productos congelados, cristalizacion en helados y dulces, al hacer
una mezcla de edulcorantes.

Enmascaramiento de sabor picante al elaborar mezcla de edulcorantes naturales y

artificiales en pequenas cantidades.
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Los edulcorantes se pueden clasificar de diferente manera (Lopez Torres & Pefia Guevara,

2004; Valdés Martinez & Ruiz Ortiz, 2009):

# Por su origen: naturales o artificiales.

% Por su estructura: hidratos de carbono, alcoholes polihidricos, glucdsidos,
proteinas y otros.

# Por su valor nutritivo: nutritivos y no nutritivos.

 Por su valor calérico: caldricos o no dietéticos y no caldricos o dietéticos.

Siendo las mas recurrentes tanto la primer como la dultima clasificacion antes

mencionadas.

.2 Caldricos

Tabla 1 Edulcorantes no dietéticos y su aporte calérico

Edulcorante Aporte caldrico
Azicar refinada 4.00 Kcal/g
Dextrosa 3.40 Kcal/g

Edulcorante de maiz  3-38 Kcal/g

Fructosa 3.86 Kcal/g
Glucosa 3.86 Kcal/g
Lactosa 80% de la sacarosa
Maltosa 3.80 Kcal/g
Miel 3.40 Kcal/g
Sacarosa 3.94 Kcal/g
Sorbitol 2.40 Kcal/g
Xilitol 2.40 Kcal/g
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Los edulcorantes caldricos son aquellos que, como su nombre lo dice, aportan calorias al
organismo. En términos generales, aportan 4 Kcal/g o 16 Kcal/cdta (Coca cola / Argentina,
n.d.; Cortés S, n.d.). Son considerados una fuente natural de energia rdpida y se pueden

encontrar solos o afiadidos a diferentes alimentos (Montes Rios, 2009).

Han sido empleados desde tiempos muy remotos como complemento de platillos, sin
embargo, su consumo en exceso aunado a un estilo de vida poco saludable, se relaciona

con sobrepeso u obesidad y diabetes tipo 2 por lo que su ingesta debe ser moderada.

Entre los edulcorantes caléricos mas comunes se encuentran los enlistados en la Tabla 1,
la cual muestra también sus respectivos aportes caldricos. (Marcial Berdugo, 2008; “Miel,”
n.d., “Sacarosa,” n.d., “Sorbitol,” n.d.; mujer de elite, n.d.; Polioles, 2014; Vergés Serra, n.d.;

Vitalimentos, 2011; Walstra, Walstra, & Wouters, 2005)

1.3 No caldricos: Naturales y artificiales

Los edulcorantes no caldricos también conocidos como edulcorantes de alta potencia, no
son metabolizados por el organismo, tienen alto poder edulcorante y no contribuyen con

calorias a la dieta.
Estos, a su vez, pueden clasificarse con base en su origen en naturales y artificiales.

Los edulcorantes artificiales son compuestos elaborados por el ser humano, cuyo
beneficio radica en que son mucho mas dulces que el azlcar comun pero con menos
aporte energético, por lo que al agregarlos a una gran variedad de productos o alimentos
se disminuye de forma importante su contenido de calorias, sin perder el sabor dulce.
Dentro de los edulcorantes artificiales mas comunes estan el acesulfame K, el aspartame,

el ciclamato, la sacarina y la sucralosa.

Lamentablemente, a este tipo de edulcorantes se le atribuyen una gran cantidad de
efectos nocivos para la salud a largo plazo dentro de los que destacan los mencionados en
la Tabla 2 (Aguilar, 2004; Biddulph, n.d.; Osorio Barrera, 2007; “Proceso para purificar sacarina,”

n.d.; Valdés Martinez & Ruiz Ortiz, 2009).
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Tabla 2 Edulcorantes artificiales, sus desventajas y consecuencias al consumirlos

Edulcorante

Acesulfame K

Aspartame

Ciclamatos

Sacarina

Desventajas y consecuencia a largo plazo

*Deja un sabor amargo al final.

*No es metabolizado por el cuerpo y es excretado, sin sufrir cambios, por
los rifiones.

*Ciertos estudios realizados en ratas hembra y macho, mostraron que
podia ser causante de tumores en el pulmdn o en las glandulas mamarias y
elevar el nivel de colesterol en ratas diabéticas. La FDA sefald que este
analisis mostraba que dichos tumores eran tipicos y podrian encontrarse en
forma rutinaria, por lo cual la evidencia de que sea un carcinogénico no es
concluyente.

*No se recomienda su empleo en productos que requieran un largo
calentamiento o coccion ya que pierde su dulzor ademas de que tiende a
descomponerse.

*Una de las precauciones que se deben de considerar es que contiene
Fenilalanina y no es apto para los fenilcetonuricos.

*Al parecer causa dafios irreversibles en las células cerebrales encargadas
de la funcion endocrina, causando obesidad patoldgica y diabetes; asi como
dafos en la fertilidad humana.

*Tiene un cierto regusto desagradable, por lo que se mezcla con sacarina.
*Estudios demuestran que la ingesta producia alta presion sanguinea,
atrofia testicular, mutagenicidad, tumores en vejiga, deformaciones en feto,
asi como dafos en cromosomas, en animales de laboratorio. Motivo por el
cual ha sido prohibido en algunos paises.

*Aunque presenta un sabor dulce inicial muy intenso, dejan un regaliz
metdlico final muy persistente.

*En su mayor parte se elimina como tal por la orina; no es genotdxica.

*Debe limitarse su consumo asi como usarse sélo muy pura ya que de lo

contrario se estarian ingiriendo junto con ella entre 50 y 100 ppm de
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Sucralosa

impurezas dentro de las cuales destacan el amonio, algunos metales
pesados y o-tolueno sulfonamida dependiendo del método de obtencién
empleado (Método de Maumee y método de Remsen/Fahlberg

respectivamente).

*Hay estudios que indican que puede ser potencialmente nociva para el
feto durante el embarazo ya que puede traspasar la placenta y puede

afectar al producto y causar irritabilidad y alteraciones musculares.

*Hay quienes afirman que produce erupciones en la piel, diarrea o dolores
de cabeza, pero también sostienen que estas consecuencias se presentan

porgue el compuesto pertenece al grupo de la sulfonamida.

*Estudios recientes han concluido que el uso de este compuesto puede
incrementar el peso corporal ya que mediante estudios en roedores se
establecié una correlacidon inversa entre el endulzante y consumo de
calorias, en el cerebro de los roedores, que tuvo como consecuencia un

fendmeno de sobrealimentacién tan generoso, que los hizo subir de peso.

*Proviene del azucar; sin embargo, tiene un proceso de elaboracion en
donde intervienen intermediarios quimicos, por tal motivo no se puede

considerar natural.
*No es metabolizado por el organismo por lo que se excreta sin alteracion.

*La sucralosa podria actuar como disparador de las migrafias aunque no se

ha podido comprobar del todo.

*Es necesario realizar un estudio antes de consumirlo ya que personas
sensibles o alérgicas al edulcorante presentan dolores musculares,
hinchazén, diarrea, mareos, adormecimiento y dolor estomacal. Otros
posibles efectos secundarios son problemas de vejiga, calambres

intestinales y agitacién similar al panico.
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Por su parte, los edulcorantes naturales son aquellos que son extraidos de la naturaleza y
cuyo consumo no genera desventajas o problemas al ser humano. Algunos de estos
edulcorantes son enlistados en la Tabla 3 donde ademas se muestra su descripcion, usos
mas generales y su estructura molecular. (Giannuzzi & Molina Ortiz, 1995; Lépez Torres & Pefia

Guevara, 2004; “Monelina. Composicion proteica, propiedades, dulzura, como un edulcorante,”

n.d., “Taumatina,” n.d.).

Tabla 3 Edulcorantes naturales no caldricos. Descripcidn, usos y estructura

Edulcorante Descripcion Usos

Brazeina Proteina dulce extraida de una Utilizado como
enredadera originaria del Africa edulcorante

occidental (Pentadiplandra brazzeana natural en
Baillon). Consta de 54 aminoacidos que comidas y

forman una hélice alfa y tres cadenas bebidas.

de beta-laminas antiparalelas (cadenas

Brazzeina

de aminodcidos en las que los grupos
NH de una cadena forman enlaces de
hidrégeno con los grupos C=0 de una

cadena opuesta).

Es aproximadamente 1000 veces mas
dulce que el azucar. Su sabor es similar
al de la sacarosa pero con regusto
dulce persistente. Es estable en un
amplio rango de pH (2.5 a 8) y a

temperaturas de 98°C por 2 h.

Desventaja: no se puede extraer en
cantidades comerciales de su fuente

natural pero se puede producir de
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Hernandulcina

Estevidsido

Monelina

OH

variedades de maiz genéticamente

modificados.

Endulzante natural usado por los

aztecas.

Desventaja: Junto con la extraccién de
la hernandulcina se encuentra el
alcanfor, lo cual hace que esta planta

sea abortiva.

Glucdsido diterpeno cristalino y dulce
cuya molécula compleja contiene 38
carbonos, 60 hidrégenos vy 18

oxigenos.

Su sabor dulce es considerado
excelente ya que es entre 250 y 300

veces mas dulce que la sacarosa.

Proteina extraida de la savia de los
frutos del Dioscoreophyllum comminsi

(baya de Nigeria)

De estructura polipeptidica constituida
por una sola cadena de
aproximadamente 94 aminoacidos vy
conformada por dos aminoacidos, la

primera con 44 y la segunda con 50.

Es de los edulcorantes naturales mas
dulces (3000 veces superior a la

sacarosa).

Principalmente
empleada en

infusiones.

Edulcorante de
mesa, dulces, en
bebidas,
pasteleria,
confituras,
mermeladas,
yogures, chicles,

entre otros.

Es datil en la
obtencién de
nuevas

variedades de
tomate y lechuga

con mejor sabor.
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Neohesperidina

Neohesperidin

Taumatina

aC
- OH

Desventaja: A temperaturas elevadas
(>70°C y a pH extremo sufre una
descomposicion y pierde su poder
Esta molécula

edulcorante. pierde

también su actividad en frio

Se produce por hidrogenacion de
neohesperidina, un flavonoide que se
encuentra de modo natural en las

naranjas amargas.

Desventaja: Su potencia esta afectada

por el pH o la aplicacién en que se use.

Se obtiene a partir del fruto del
Katemfe de  Africa Occidental
Thaumatococcus daniellii, conocida

como la “fruta del milagro”.

Figura en el “libro Guinness de los
Récords” como la sustancia mas dulce
conocida, unas 2500 veces mas que el
azUcar. Tiene un cierto regusto a
regaliz y mezclada con glutamato,

puede utilizarse como potenciador del

sabor.

Desventaja: Obtencién altamente

costosa (ingenieria genética)

Uso en alimentos muy limitado

Empleado en
goma de mascar,
caramelos,

postres, bebidas
carbonatadas vy
no carbonatadas
y como

edulcorante de

mesa.

Implementado

en bebidas a

base de café,
gomas de
mascar,
aperitivos,

productos bajos
en grasa,
yogures, postres,
productos
farmacéuticos,
bebidas

alcohdlicas.
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.4 Stevia

1.4.1 Generalidades

Figura 1 Foto de la planta de Stevia Rebaudiana Bertoni

La Stevia es un edulcorante de alta intensidad proveniente de la planta Stevia rebaudiana

Bertoni considerado como natural de acuerdo a su origen. (Ronald & Deis, 2012)

La Stevia rebaudiana Bertoni es una planta herbdcea perenne perteneciente a la familia de
las Asteraceas, que crece como arbusto salvaje en el suroeste de Brasil y Paraguay, cuyo
tallo es erecto de raiz pivotante que logra alcanzar una altura de 70 cm aproximadamente.
Sus hojas son simple opuestas, en su estado juvenil, y alternas como manifestacién de

floracién. (Hearn y Subedi, 2008)

Su reproduccién es de manera asexual por fecundacion cruzada (alégama) que se hace
vegetativamente con el fin de conservar las caracteristicas genéticas por medio de

esquejes obtenidos de plantas adultas seleccionadas y fito-sanitariamente sanas.

La reproduccién por semilla no es recomendada por la gran variabilidad fenotipica, lo cual
se traduce en una menor calidad de hoja. (Villagran Jaramillo, Huayamave Bravo, Lara Garcia,

& Maluk Salem, n.d.)

Es una planta de raiz perenne pero de sistema aéreo transitorio por lo cual puede
considerarse un cultivo perenne, siempre y cuando se hagan las practicas adecuadas para

mantener un sistema radicular y lograr de esta forma un rebrote luego de cada cosecha.
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La Stevia es una especie vegetal de foto-periodo corto y su producciéon depende de la

cantidad de luz dia que reciba.

Se le conoce mundialmente como yerba dulce o “ka-a-he-¢” en su denominacién
verndacula cuyas hojas han sido utilizadas durante siglos por los indios guaranies para
endulzar sus comidas y bebidas sin efectos nocivos para su salud (Alonso, 2010). Aunque los
conquistadores espafioles tuvieron conocimiento de la Stevia durante el siglo XVI, no fue

sino hasta 1887 que el cientifico norteamericano Anthony Bertoni la reporté.

Las hojas de la planta Stevia rebaudiana Bertoni tiene diferentes tipos de componentes
qgue son los que proporcionan el dulzor. Estan los estevidsidos, los glucdsidos, los
rebaudidsidos (A, B, Cy D) y el dulzor puede variar dependiendo de la concentraciéon con
gue se encuentren estos componentes dentro de la hoja de la planta. Entre menos
componentes tengan, éste serd de mayor pureza, los rebaudidsidos A son los

considerados mas puros. (Rodriguez Montoya, 2007)

Las hojas secas de la Stevia contienen un 42% aproximadamente de sustancias
hidrosolubles dentro de las cuales se tiene una concentracién de estevidsido y
rebaudidsido en las hojas secas del 6% al 10%, habiéndose registrado ocasionalmente

valores extremos del 14%. (Alonso, 2010; Rodriguez Montoya, 2007)

OH HO
HO 0 o = OH
HO s

OH

HO
HO

Figura 2 Molécula de Stevidsido
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Diversos analisis de laboratorio han demostrado que la Stevia es extremadamente rica en:
hierro, manganeso, cobalto, fésforo, calcio, potasio, zinc, proteinas, fibras y vitaminas Ay
C. No contiene cafeina. Tiene un peso molecular de 804 g/mol. Su férmula es CsgHgoO1s.
Sus cristales en estado de pureza se funden a 238°C. Mantiene su sabor estable a altas y
bajas temperaturas. No fermenta. Es soluble en agua, alcohol etilico y metilico. Su informe
nutricional reporta que no tiene aporte caldrico, su contenido en grasas saturadas es nulo
al igual que el contenido de azucares, colesterol y el numero total de carbohidratos.

(Rodriguez Montoya, 2007)

Actualmente la planta Stevia rebaudiana Bertoni se cultiva en varios paises como Japén,

China, Corea, Malasia, Rusia, Israel, América del Sur y México. (Rodriguez Montoya, 2007)

Cobra un alto valor entre los vegetales nativos de los paises antes mencionados, debido a
gue contiene glucésidos de diterpeno bajos en calorias, llamados comunmente
estevidsidos, cuyo poder edulcorante en estado puro y cristalino puede ser desde 50 hasta
300 veces mayor que el del azicar de cafia. (Jarma O, Combatt C., & Cleves L., 2010; Ronald &

Deis, 2012)

1.4.2 Ventajas y usos

La Stevia no tiene calorias y es no cariogénico, es decir, no produce caries. Es muy estable
a condiciones de temperaturas altas y un rango de pH entre 3 y 9 a temperaturas no
mayores a 100°C. Es altamente higroscdpica. Tiene un ligero resabio ademas de presentar
efectos beneficiosos en la absorcidn de la grasa y la presidon arterial ya que funge como
vasodilatador, diurético y cardioténico con lo cual se regula la presién y los latidos del
corazén. No se reportan efectos secundarios de ninguna clase, como efectos mutagénicos
u otros efectos que dafien la salud. Una taza de azucar equivale de 1 % a 2 cucharadas de
la hierba fresca (de 3 a 4 g) o % de cucharadita (de 250 a 500 mg) del polvo de extracto.
(Bafio Montero, 2010; Chatsudthipong & Muanprasat, 2009; Cuadras, 2012; INNATIA, 2013; Loria
Kohen, 2012; Osorio Barrera, 2007; Purkayastha, 2010; Ronald & Deis, 2012; Villagran Jaramillo et
al., n.d.)
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El consumo del edulcorante Stevia proporciona diversos beneficios, dentro de los cuales
se encuentran los nutrientes que este edulcorante proporciona y que se enlistan a

continuacion (Lopez Torres & Pefia Guevara, 2004; Teran Elizalde, 2010):

# Mas del 50% de carbohidratos de facil asimilacion.

Mds del 10% de fibras, polipéptidos (proteinas vegetales).
Mas del 1% lipidos, potasio.

Entre el 0.3 y 1% de calcio, magnesio y fosforo.

Menos del 0.1% cromo, cobalto, hierro, manganeso, selenio, silicio, zinc.

BB E & &

Indicios de acido ascorbico, aluminio, beta caroteno C, estano, riboflavina,
vitamina B1.

B Varios aceites esenciales.

Ademas, provee beneficios para la salud como lo son el de reducir la obesidad asi como la
ansiedad por lo que es recomendado para las personas que presentan diabetes. Es
considerado un cardioténico ya que regula la presidn y los latidos del corazén, asi mismo,
funciona como antireumatico y antioxidante. Presenta efectos digestivos ya que ayuda a
eliminacion de toxinas al ser diurético y antiacido. A su vez, previene caries y
enfermedades de las encias al detener el crecimiento de las plaquetas debido a que es
compatible con el fluor. De igual manera, presenta un efecto dérmico de revitalizacién de
células epiteliales que se refleja en la rapida cicatrizacion de las heridas al mismo tiempo
gue manifiesta una actividad antimicrobiana al eliminar E-coli, Salmonella, Staphylococcus,
bacilos y el hongo Cdndida albicans (productor frecuente de vaginitis en la mujer) con el
extracto de Stevia y al mismo tiempo no afectar a las bacterias utiles, lo que indica una
accion selectiva (Sato investigador japonés 2000) (Teran Elizalde, 2010) (Villagran Jaramillo et
al., n.d.)(Rodriguez Montoya, 2007)(Alonso, 2010)(Ronald & Deis, 2012).

Otras aplicaciones tradicionales, sobre todo en América Latina, incluyen la nutricion del
higado, pancreas y el bazo ya que, al no ingerir una gran cantidad de azucares y reducir el
nivel de grasas ayuda al buen funcionamiento de éstos facilitando la desintoxicacién de los
mismos y por ende del organismo. Asimismo, contrarresta la fatiga y ayuda a aliviar las

“hambres falsas” promoviendo la sensacién de bienestar.
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Se llega a aplicar de manera externa como tratamiento de la piel en manchas y granos.

Por otra parte, las propiedades a destacar de este edulcorante son (Lopez Torres & Pefia

Guevara, 2004; Teran Elizalde, 2010):

# Su poder endulzante de hasta 300 veces mas dulce que la sacarosa derivado de los
glucdsidos responsables del sabor dulce de la planta (el estevidsido y el
rebaudidsido A).

% El contenido de mas de 100 elementos y aceites volatiles identificados que

contiene la Stevia sin refinar.

En la actualidad, el edulcorante Stevia, se utiliza de varias formas, como una infusién, en
forma liquida o en forma de cristales solubles, cada una de ellas con diferentes
propiedades y aplicaciones. Dentro de los principales usos se encuentran la

implementacion de éste como:

# Edulcorante de mesa, en la elaboracién de bebidas, dulces, mermeladas, chicles,
en pasteleria, confituras, yogures, etc.
# Algunos estudios indican su actividad antibidtica, en especial ataca a las bacterias
alojadas en las mucosas bucales y los hongos.
En 1970, Japdn aprobd el uso de la Stevia en alimentos y bebidas en sustitucion de los
edulcorantes quimico-artificiales (supone el 41% de los endulzantes consumidos) y en
Extremo Oriente (comprendido por Asia Oriental, Sudeste Asiatico y el Extremo Oriente
Ruso) es muy utilizada como edulcorante, tanto en refrescos como en chicles y hasta para
saltear las salsas (Rodriguez Montoya, 2007).
En Estados Unidos de Norte América la Food and Drug Administration (U.S. FDA) aprobd
en septiembre de 1995 el uso de Stevia como endulzante, aunque con restricciones: solo
podria venderse en tiendas naturistas. Con esta medida se garantiza que no interfiera con
los intereses de las industrias productoras de los otros edulcorantes no naturales. En el
afio 2002 el mercado de la Stevia en EEUU experimentd un incremento de mas del 400% y

continua actualmente con esta tendencia (Rodriguez Montoya, 2007).
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I.5 Tipos de proceso de obtencidn de los endulzantes de Stevia

En la literatura es posible encontrar diversos procesos industriales para la extraccién y
purificacion de los endulzantes de la hoja de Stevia rebaudiana Bertoni sin embargo, todos
ellos se reducen a tres clasificaciones (Delgado Encinas, 2007; Lépez Torres & Pefia Guevara,
2004):

# Extraccion por medio de solventes organicos

% Extraccion en condiciones supercriticas

# Extraccion mediante un medio acuoso
En el caso de la extraccién por medio de solventes orgdnicos, se puede realizar una
extraccion mediante alcoholes de 4-8 dtomos de carbono como el metanol. Cualquiera
gue sea el solvente usado en la operacidn, se realiza de forma similar, lo que varia son las
condiciones en que la extraccién se lleve a cabo ya que tanto la temperatura como el
tiempo de extraccién depende del solvente empleado.
El solvente organico mas implementado para este proceso es el metanol, cuyo uso se
supone incrementa la eficacia del proceso de extraccién y la separacién de los
estevidsidos y aunque posteriormente es removido del producto final, es una de las
razones por las que la FDA (Food and Drug Administration) no califica a los extractos de
Stevia como un producto natural y seguro.
Los métodos aplicables a la extraccién del edulcorante Stevia mediante el empleo de
solventes organicos son los siguientes:

# Maceracion

 Lixiviacion

# Extraccion por Soxhlet
Siendo los métodos mayormente empleados los mencionados a continuacién:

% Meétodo de Payzant John Donald (1999)

% Alvarez y Couto (1984) y Goto (1997)

% Dobberstein (1982)
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Por su parte, la extracciéon del edulcorante a condiciones supercriticas estd siendo
empleado a nivel industrial, debido a que se incrementa el poder del solvente al lograr
una penetracidn a nivel microporo en la hoja seca, lo que representa una mayor capacidad
de extraccion en comparacion de los otros dos métodos.
El ejemplo claro de este método es el descrito por Kienle (1992) que se efectia mediante
CO, presurizado y el cual se lleva a cabo en dos etapas, la primera es la extraccién de
parte de los compuestos responsables del sabor amargo y la segunda la extraccién de los
glucésidos (Delgado Encinas, 2007) .
El extracto obtenido contiene tanto los principios activos como pigmentos de la hoja,
polisacaridos solubles y otras impurezas (Macia & Monesterolo, n.d.).
A su vez, para la extraccion mediante solventes acuosos la operacidon puede llevarse a
cabo de dos formas distintas, mediante una infusion o bien una destilacion por arrastre de
vapor.
En la primera, infusién, solo consiste en agregar agua caliente a las hojas de Stevia
contenidas en un recipiente dejandolo reposar por un lapso de tiempo determinado para
de esa manera extraer los glucdsidos contenidos en las hojas. Por su parte, la segunda,
arrastre de vapor, se efectla en una columna de destilacidn en tres etapas lo que consiste
en el calentamiento de la mezcla de las hojas con el solvente, en la parte baja de la
columna, para dar lugar a un vapor rico en la esencia de las hojas, mientras que por la
parte superior de dicha columna desciende agua fria para condensar parte del vapor y
hacer que éste sea en cada etapa de la columna cada vez mas rico en la esencia de interés.
Los ejemplos mas claros de estas metodologias son (Delgado Encinas, 2007; Lépez Torres &
Pefia Guevara, 2004; Macia & Monesterolo, n.d.):

% Meétodo descrito por Kutowy (1999)

% Meétodo descrito por Cernadas y Pryluka (1985)

Finalmente, sea cual sea la metodologia a seguir, el proceso de obtencion del edulcorante

Stevia podria resumirse en el siguiente diagrama de flujo:
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Figura 3 Diagrama de flujo general del proceso de produccién del edulcorante de Stevia

Los pasos siguientes a la extraccion, tal y como se logra observar en la Figura 3 son:

% Filtracion. La finalidad de este paso es retener las particulas en suspensién para lo
cual se recurre al uso de dos o mas filtros o membranas.

% Purificacion. Paso importante para el producto final a comercializar. Se puede
llevar a cabo por tres mecanismos diferentes; combinacién de membranas
filtrantes, absorcion con zeolitas modificadas o bien por resinas de intercambio
idénico. La primer opcién se realiza mediante el paso del fluido por membranas
filtrantes de distinto tamafio que van de las 20 a 1 micra, para luego ser sometida a
una ultrafiltraciéon y nano filtracion. Por su parte, tanto el uso de zeolitas como el
de resinas se efectla por intercambio idnico, la diferencia entre ellas es que en el
uso de zeolitas se lleva a cabo el intercambio de iones sodio por iones de calcio,
bario o magnesio usando cloruro como anién pero que al usar bario resulta un
sabor salado en el producto final, mientras que para el uso de resinas el liquido de
extraccién primero es sometido al paso por una resina que retiene los
edulcorantes extraidos, para después ser recuperados por elusidon de una columna
con una mezcla hidroalcohdlica y a continuacién pasarla por una segunda resina
pero ahora de intercambio catidnico y posteriormente una tercera que es de
intercambio anidnico para finalmente pasarlo por una columna de carbén activado

(Alvarez, 1984)(Macia & Monesterolo, n.d.)

1.Q. Lizbeth Martinez Bucio Pagina 19



% Cristalizacién. Su finalidad es obtener el edulcorante en polvo lograndose por la
evaporacion la formacion de los cristales.

% Secado. Paso que se efectua para la obtencion del polvo ya que se retira por
corriente de aire caliente, 80°C aproximadamente, la humedad contenida en los
cristales para si es requerido, para posteriormente molerlos y asi lograr el polvo
fino.

% Mezclado y empaque. Esto se efectua con la finalidad de venta del producto por lo
que algunas compaiiias mezclan el endulzante obtenido con lactosa, maltodextrina

o dextrosa para luego ser empacadas conforme a las presentaciones establecidas.

Como consideracion importante hay que tomar en cuenta el tratamiento previo que se le
da a la hoja, la cual debid ser secada en el lugar de origen antes de las veinticuatro horas

de la recoleccion de las mismas.

I.6 Descripcion del proceso seguido actualmente por la planta de

produccién

La finalidad de esta tesis es llevar a cabo la reproduccién, a nivel laboratorio, de la
metodologia de extraccion seguida actualmente en la planta de produccién del
edulcorante de Stevia para con ello hacer una evaluacién del proceso implementado y de

esa manera establecer algunas mejoras considerables a dicho proceso de produccién.

El proceso actualmente seguido en la planta de produccidon para la extraccidon de los
edulcorantes presentes en las hojas de Stevia es el descrito a continuacién y

esquematizado en la Figura 4.

Se inicia con la llegada de las hojas de Stevia a la planta de extraccion que

preferencialmente deberan contener como maximo de un 7 a 8% de humedad.

La cantidad minima a procesar deberd ser de 300 Kg/dia distribuida en bolsas de 20 Kg de

preferencia para no entorpecer la maniobra de carga en el difusor.
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Figura 4 Esquema del proceso para la extraccion de los edulcorantes presentes en las hojas de Stevia

Etapa I: Para la extraccién se dispone de un difusor de 3000 litros de capacidad (2) que
deberd llenarse con agua tratada hasta la mitad, dicho difusor estd equipado con un
dispositivo de calentamiento (serpentin) por el cual circula vapor (de escape) de 7 Kg/cm?,

el cual empezara a circular desde el momento que empiece a caer el agua al difusor.

La alimentacion de las hojas de Stevia se lleva a cabo mediante un transportador (1), por
la parte superior del difusor hasta completar la carga (lleno al 90%) y terminar de llenar el

difusor con agua tratada.

Una vez llenado el difusor, se cierra con su tapa (tornilleria) e inicia la recirculacion del
agua caliente (40-45°C) en dicho difusor. Previamente se adicionan 500 L de etanol al 96%

antes del llenado, manteniendo la temperatura descrita. Esta operacion durara 4 horas.

Posteriormente, se abre la tapa del difusor para iniciar el vaciado del mismo y se realiza el

cambio de valvulas para empezar con el filtrado de los sélidos.
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Etapa Il. El primer filtro sera el de arena (4) para separar los gruesos, posteriormente
pasard al tren de housing (5) para filtrar con cartuchos desechables primero 20 micras, 10
micras, 5 micras y 1 micra. Por ultimo, el liquido se hace pasar por un filtro de carbdn
activado (6) (acero inoxidable). Los flujos en estos filtros deben ser de 20 L/min mediante

una bomba (3) que opere en un rango de presion de 45-50 psi.

Se continuda el proceso con la apertura de la vdlvula para bombear el producto al tanque

de floculacién (7).

Etapa lll. Una vez en el tanque, se determina el volumen correspondiente al liquido y se
pone en funcionamiento el agitador del tanque. Se agrega 1 g de hidréxido de calcio por
litro de liquido contenido en el tanque manteniendo la agitacién. Posteriormente, se

agrega 1 g/L de sulfato de aluminio (agitando). Esta operaciéon durard 15 minutos.

Concluido el tiempo, se apaga el agitador y asi se da inicio con el proceso de

clarificacion/floculacién el cual tiene una duracién de 8 horas.

Etapa IV. El sobrenadante (liquido claro) se bombea al alambique/concentrador (9) y una
vez cerrado, le es adicionado alcohol etilico hasta que alcance una concentracién de 20%.
Ocurrido lo anterior, se calienta la mezcla hasta alcanzar una temperatura de 45°C
momento en el cual, se da comienzo a una recirculacién sobre si mismo durante 20

minutos con el fin de capturar la clorofila que aun esté en el sistema.

Concluido lo anterior, se somete nuevamente a recirculacidon pasando esta por un filtro de

carbdn activado (10) con el fin de detener la clorofila separada de los liquidos.

El liguido resultante se hace pasar por el proceso de filtracion final para retener la clorofila
separada en este proceso, lo cual se logra filtrando con el segundo tren de filtros (11) que
tienen cartuchos desechables de 20 micras, 10 micras, 5 micras y 1 micra. Los flujos en
estos filtros deben ser de 20 L/min mediante una bomba (10) operada en un rango de

presiéon de 45-50 psi.
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Como el liquido final contiene etanol, se efectia el cambio de vdlvulas para iniciar la

destilacion del etanol y recuperar el alcohol del sistema.

Finalmente, se hace el ultimo cambio de vdlvulas y se pone a funcionar el extractor de
turbina para comenzar la concentracion de los azucares. La finalidad de esta operacién es
reducir el volumen original de liquido contenido en el alambique a aproximadamente la

mitad.

Etapa V. Ya obtenido el concentrado es llevado al tanque de almacenamiento (13) para

posteriormente ser llevado a un Spray Dryer (14) para su secado final y empacado.

1.7 Seleccion de la metodologia a seguir

Para la seleccién de la metodologia a seguir en la obtencién de los edulcorantes
contenidos en las hojas de la planta Stevia rebaudiana Bertoni se han considerado como

relevante tomar en cuenta cuatro cosas:

# Informacién de las diferentes metodologias
% Economia en la produccion
% Calidad del producto final

% Produccidn masiva del producto de interés

Al hacer un analisis de las metodologias sefaladas en el apartado I.5, se llega a la
conclusién de que la implementacidon de una metodologia de medio acuoso sera la mejor
opcidén segun las normativas de la FDA (Food and Drug Administration), en lo respectivo a
la clasificacion del endulzante como natural. Asi mismo, es a consideracion uno de los mas
econdmicos en lo que a extraccion y a filtraciéon se refiere, ya que presenta un alto
rendimiento en la obtencidon del edulcorante ademas de que el mayor consumo de
energia requerida en el proceso es el absorbido por las bombas empleadas para hacer que
los liquidos pasen por los filtros, a diferencia de las demas metodologias que requieren del
consumo elevado de energia, tal y como lo seria el continuo calentamiento y enfriamiento

de los liquidos obtenidos a lo largo del proceso (metodologia de Payzant), o el gasto
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econdmico que genera la integracion en el proceso de un disolvente orgdnico
(metodologia de Payzant, Alvarez, Dobberstein y una seccién de la presentada por
Cemadas) que suelen ser de un coste elevado y que al final tiene que recuperarse lo que

implica un gasto energético.

En lo referente a la calidad del producto final, al implementar una metodologia cuyo
disolvente es acuoso, se elimina la presencia de los tdxicos generados por el uso de
disolventes organicos como el metanol, que es el frecuentemente usado en las otras
técnicas y aunque la que implementa condiciones supercriticas no genera este problema

se vuelve a presentar el problema energético.

Por dltimo, es importante sefialar que al evaluar las diferentes metodologias, varias de
ellas, generalmente las que incluyen el uso de algun disolvente orgéanico, presentan la
caracteristica de llevarse a cabo de forma “batch”, es decir por lotes, que puede tomar un
tiempo de hasta 48 horas, lo que para nivel planta de produccidn representa grandes
pérdidas. Caso contrario ocurre tanto con los métodos que implementa condiciones
supercriticas (que ya anteriormente se descartd) como con la metodologia de disolvente
acuoso, que se puede llevar a cabo de forma continua lo que se puede traducir en un uso
y abastecimiento constante durante la cadena productiva y que mas tarde puede llevarse

a la automatizacion.

Ahora que ya se ha seleccionado el proceso a implementar se procede a efectuar la etapa

experimental que se describe en el siguiente apartado.
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Capitulo Il
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METODOLOGIA

A grandes rasgos la metodologia seguida para la extraccidon y analisis del edulcorante a
base de Stevia es la mostrada en la Figura 5, la cual inicia con la adquisiciéon de la materia
prima, provista por la empresa en cuestion, pasando por la seleccién de la materia prima,
extraccion del edulcorante y una semi-purificacion (floculacién y filtracidn) hasta llegar al
anadlisis de la pureza del producto final realizada mediante cromatografia de liquidos

(HPLC).

Adquisicion de

materia prima

Figura 5 Esquema del proceso de obtencidn y andlisis del edulcorante a base de Stevia

De manera mas detallada, el esquema anterior se presenta en la Figura 6 en donde se
pueden observar los pasos comprendidos entre cada una de las etapas del proceso de
obtencidn y andlisis del edulcorante a base de Stevia, destacdndose el hecho de que entre
la etapa de semi-purificacién y la correspondiente al analisis mediante HPLC existen siete
pasos siendo tres de ellos (tanto la floculacion como dos pasos de filtracion) los

correspondiente al proceso de semi-purificacion.

Por su parte, la metodologia a seguir para el andlisis de cada uno de los pardmetros
(temperatura, agitacion, relacion sélido/liquido y tiempo de extraccion) por separado
consistié basicamente en la metodologia mostrada en la Figura 6, solo que se omitieron
tanto el paso de la caracterizacién de la hoja, como el de la floculacidon y su siguiente

filtracion.
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Adquisicion Caracterizacién Hoja entera
de materia de la hoja por 0 . Pesado
prima SEM y SEM-EDS Polvo de 1000 xm

. Extraccion

Filtracion Floculacion Filtracion

Preparacién Analisis
Pesado de la muestra mediante
a analizar HPLC

Figura 6 Diagrama completo de la metodologia seguida en el proceso de obtencién del edulcorante de
Stevia a nivel laboratorio

Cada uno de los pasos mostrados en los diagramas de flujo serd explicado en este

apartado en los siguientes subtitulos.

1.1 Proceso de extraccion del edulcorante a base de Stevia a nivel

laboratorio

11.1.1 Adquisicion de la materia prima

La materia prima, hoja seca, fue provista por la empresa en cuestidon directamente al

laboratorio.

Fueron entregadas cuatro variedades de hoja de Stevia rebaudiana Bertoni, denominadas:
MPM, MPP, MPT y MPV, las tres primeras provenientes de diferentes zonas del estado de
Puebla, la zona de la Mixteca, Puebla y Tecolutla respectivamente, y una mas originaria
del estado de Veracruz. Todas ellas venian empacadas en bolsa (ver Figura 7) sin previa
especificacion de las condiciones de cultivo, tiempo de la recoleccién, condiciones de

secado ni porcentaje de humedad presente en ellas.
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Figura 7 Materia prima

Las bolsas contenian ademds de las hojas enteras, hojas semi-trituradas, algunos troncos
de la misma planta ademas de que en una de las muestras presentd un poco de tierra, al
parecer de la zona de sembrado, lo que deja en claro deficiencias en la cosecha y/o

recoleccién de la materia prima.

Dicho lo anterior, para el proceso de extracciéon fue necesario hacer una previa seleccién
de las hojas para retirar en la medida de lo posible tanto la tierra como los troncos y de
esa manera poder clasificar cada variedad de hoja en dos tantos, uno de hoja entera y el
otro con la semi-triturada que posteriormente fue molida y tamizada dando asi origen al

polvo de 1000um.

I1.1.2 Caracterizacion de la hoja de Stevia mediante SEM y SEM-EDS

Se utilizaron las cuatro variedades de plantas de Stevia rebaudiana Bertoni antes

mencionadas: MPM, MPP, MPT y MPV.

La caracterizacion de la hoja de Stevia se efectud bajo la implementacién de un
microscopio electrdnico de barrido (Figura 8a) marca JEOL modelo JSM-6610LV acoplado
con una sonda de espectroscopia de dispersidon de energia de rayos-X de la marca OXFORD
INSTRUMENTS modelo INCAX-act (SEM y SEM-EDS). El primero, SEM (empleado para el
conocimiento de la morfologia de la hoja) se efectud a condiciones de alto vacio con una

aceleracién de voltaje de 5kV y una separacién de la superficie de la muestra de 10
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milimetros. Por su parte, el segundo (SEM-EDS), utilizado para conocer la composicién
quimica elemental de cada una de ellas se llevé a cabo con una apertura de cafidén de
electrones a 60 de spot size, a condicidn de alto vacio, un minuto de exposicion a la

irradiacion y una separacién respecto de la muestra de 10 milimetros.

Para el procedimiento anterior, se tomé aleatoriamente una hoja completa de cada
variedad, dado que son muestras orgdnicas, fue necesario efectuarles un recubrimiento
de oro mediante un evaporador marca Denton Vacuum modelo DESK V (Figura 8b) para
poder ser analizadas. Posteriormente, se cortd cada hoja por la mitad horizontalmente y
se colocaron, cada una, en un porta muestra de aluminio adhiriéndolas mediante un trozo
de cinta carbdén doble cara para finalmente, introducir una a una al equipo y hacer sus

respectivos analisis.

a) b)

Figura 8 Equipo empleado en la caracterizacion: a) Microscopio electrénico de barrido marca JEOL modelo
JSM-6610LV b) Evaporador marca Denton Vacuum modelo DESK V

11.1.3 Seleccion y preparacion de la materia prima

El primer paso fue hacer una previa seleccién de las hojas para retirar, en la medida de lo
posible, tanto la tierra como los troncos y de esa manera poder clasificar cada variedad de

hoja en dos tantos, uno de hoja entera y el otro con la semi-triturada.

Una vez separadas las hojas se procede a la seleccidn del tamaiio de materia prima a
implementar, hoja entera o tamafio de particula de 1000um. En el caso de que el tamafio
a implementar fuera la hoja fuera entera, lo Unico que se empled fue la separacién de

éstas de los tallos que traian pero, para el caso de tamafio de particula de 1000um fue
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necesario ademas, hacer una molienda de las hojas mediante el uso de un molino para
carne, como el ilustrado en la Figura 9b, y una vez obtenido el polvo (Figura 9c) tamizar a

un tamano de particula de 1000um.

a) b) c)

Figura 9 Preparacion de la materia prima: a) Hoja entera, b) Molino para obtener el polvo de hojas de
Stevia y c) Polvo de hoja de Stevia

1.1.4 Condiciones de extraccion

Se tomaron 2 gramos, de polvo o de hoja entera de Stevia, colocdndoles en un vaso de
precipitado, después se le adiciond agua destilada y se llevé a cabo el proceso de infusion,
a una temperatura de 45°C durante un tiempo designado, empleando como parte del

control de temperatura un bafio maria. El esquema es mostrado en la Figura 10.

El procedimiento descrito se realizd a cada una de las variedades de hoja de Stevia
rebaudiana Bertoni tanto a la hoja entera como a un tamafio de particula de 1000um,
para asi tener un analisis de la influencia del tamafio de particula a emplear en la

eficiencia de extraccion.

De igual manera, se llevaron a cabo diferentes pruebas del proceso de extraccién por
infusion estableciendo diferentes proporciones de liquido adicionado a la muestra para,
de esa forma, hallar la mejor condicién de relacion sélido/liquido con base en la cantidad
de glucdsidos extraidos y minimizacién de solvente requerido. Las relaciones

sélido/liquido empleadas fueron: 1/9, 1/18, 1/27 y 1/36, todas ellas en base al peso.
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Figura 10 Esquema de la extraccion del edulcorante de Stevia

Una vez encontrada la mejor relacion sélido/liquido, se procedié a hacer un analisis
usando como variable la temperatura en un rango de 35 a 55°C con un intervalo de 5°C

entre ellas manteniendo una agitacion constante.

Asi mismo, se planted el manejo de 1, 1.5, 2, 4, 6 y 8 horas como tiempo de extraccion
manteniendo la temperatura de 45°C constante para encontrar el mejor tiempo de

extraccion.

Finalmente, como ultima variable a analizar, se realizd variaciones en la agitacién en el
proceso de extraccidn para observar la afectacion que ésta produce en la concentracion

de los glucésidos de interés en el extracto.

Cabe resaltar, que tomando en cuenta el procedimiento y equipos que conforman el
proceso en la planta industrial en estudio, se llevd a cabo la planeacion y desarrollo de
cada uno de los experimentos antes mencionados efectuados por triplicado para

garantizar la reproducibilidad.
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11.1.5 Filtracion (Proceso de eliminacion de algunos sdlidos)

La metodologia a seguir en el proceso de eliminacion de sélidos, del liquido proveniente
de la infusion resultante de la extraccion de los edulcorantes de las hojas de Stevia,
consistié en hacer pasar, primero, a cada muestra por una malla que funcioné como tamiz

y, posteriormente, por dos filtros con tamafio de poro diferente.

El primer paso consistid en, una vez realizada la infusién, filtrar el liquido resultante de la
extraccién contenido en el vaso para separarlo de las hojas. Lo anterior se llevé a cabo

haciendo pasar el liquido por una malla cuyo tamafio de poro fue de 1000um.

En seguida, la infusidn resultante se filtrd, a vacio, mediante dos filtros de papel con
tamafio de poro de 8-12um el primero (para eliminacién por completo de las partes de
hojas que pudieron ser arrastradas por el propio liquido) y 0.20um el segundo
(eliminacién del polvo generado por la agitacién en la extraccién, principalmente)
obteniéndose una solucidon libre de sdlidos mayores al ultimo tamafio de poro

mencionado.

Figura 11 Equipo de filtracion a vacio

En el procedimiento anterior fue empleado un aparato para filtracidn con membrana de
47-50 mm el cual cuenta con base de vidrio y malla de acero inoxidable, un embudo de
300 mL, tapon de silicon #8 y pinza de aluminio ademads de un matraz kitasato, tal y como

se muestra en la Figura 11:

En el aparato ilustrado fueron colocados, sobre la malla de acero inoxidable, el papel filtro

a emplear y una vez asegurada la correcta colocacion del embudo sobre su base,
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mediante la pinza, se vertid el liquido en el embudo de 300 mL y se acciond el vacio,

generado mediante una bomba, dando inicio asi la filtracién.

Toda la metodologia descrita se llevd a cabo, de igual manera, después de realizada la
floculacién (paso descrito en el siguiente subtema) para la remocién de los sedimentos y
particulas suspendidas con un tamafio mayor a los 0.20um ocasionados por la misma

floculacion.

1.1.6 Floculacion

A la infusién obtenida, ya filtrada, se le hizo un tratamiento de floculaciéon con cal
comercial y sulfato de aluminio ambos en igual cantidad, 1 gramo de cada componente
por cada litro de muestra (equivalente a aproximadamente un 0.1% w/v), obteniéndose
un liqguido con menor coloracion que la inicial, que posteriormente fue pasada
nuevamente por la serie de filtros de papel para la remocién de los sedimentos

ocasionados por la floculacion.
La metodologia detallada seguida para la realizacién de la floculacion fue:
1.- Determinacidn de la cantidad de liquido contenido.

2.- Pesaje, tanto de la cal comercial como del sulfato de aluminio, segun lo descrito en el

primer parrafo de esta seccién.
3.- Someter a agitacidn el liquido contenido.
4.- Adicion de la cantidad correspondiente de cal comercial manteniendo la agitacion.

5.- Un minuto después, agregar la cantidad respectiva del sulfato de aluminio continuando

con la agitacidn.
6.- Continuacién de la agitacién.
La agitacion concluyd una vez transcurridos los 15 minutos de duracion de esta operacion.

Concluido el tiempo, se apaga el agitador y asi se da inicio con el proceso de filtracidn.
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1.1.7 Secado

La finalidad del secado fue, basicamente, ser un paso previo de la preparacion de las

muestras para el analisis mediante cromatografia de liquidos.

Cabe destacar que las muestras consisten, cada una, en la toma 10 mL del liquido
correspondiente a cada etapa a analizar para su posterior vaciado en un vaso de
precipitado de 250 mL e introduccion al horno donde permanecerd hasta concluido el

secado.

El secado de las muestras se llevd a cabo a una temperatura constante de 80°C mediante

un horno marca Felisa modelo FE-291AD (Figura 12) durante 5 horas.

Figura 12 Horno de secado marca Felisa

Una vez transcurrido el tiempo de secado se sacan los vasos del horno dejandolos enfriar

a temperatura ambiente.

11.1.8 Pulverizacion

La pulverizacién consistié en raspar y triturar hasta formar una especie de polvo (Figura
14) la laminilla de cristales obtenida del secado. Dicha laminilla corresponde a la adhesién
de los cristales (Figura 13), correspondientes al edulcorante extraido, tanto al fondo como
a la parte baja de las paredes de los vasos de precipitado que contenian las muestras a

secar.
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Figura 13 Cristales de Stevia adheridos al fondo Figura 14 Polvo de los cristales de Stevia
del vaso

11.1.9 Preparacion de la solucion de la muestra a analizar

Para el analisis por medio de HPLC de las muestras fue necesario hacer la preparacion de
la solucién que contiene a la muestra en estudio y con la que se llenaron los viales de 2 mL

a introducir en el cromatégrafo.

Como primer paso fue necesario la elaboracién de una solucién agua/acetonitrilo, ambos

liquidos de grado HPLC, en una relacion 7/3 correspondientemente.

Una vez hecha la solucién se pesaron 10 miligramos del polvo a analizar, con un margen
de tolerancia de * 0.0002 mg, los cuales se vertieron posteriormente en un matraz
aforado de 10 mL, se agregd un poco de la solucidn acetonitrilo/agua antes descrita y ya

disuelto el polvo se llevé a afore con la misma solucidn.
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Figura 15 Equipo de filtracion de muestra a analizar por HPLC

Posteriormente, se procedio al llenado de los viales con capacidad de 2 mL cada uno. Para
el llenado, fue necesario filtrar la solucién con la muestra mediante un filtro para jeringa
con membrana de nylon marca Titan 2, el cual cuenta con una carcasa de polipropileno y

un tamafio de poro 0.45um, Figura 13, esto para evitar que se tape la aguja inyectora del
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cromatégrafo de liquidos. Una vez filtrada la solucién y llenos los viales se llevan al
cromatdgrafo para su analisis, en caso de analizarse al siguiente dia, se cubren totalmente
los viales con papel aluminio para evitar la descomposicién por la luz y se almacenan en

refrigeracidn para su conservacion hasta el momento de su analisis.

1.1.10 Andlisis mediante HPLC

El analisis por HPLC se hizo empleando un cromatdgrafo marca Dionex modelo Ultimate
3000 (Figura 16) y una columna Capcell pak Cig MG |l operada a 40°C, siguiendo la
metodologia propuesta por la FAO JECFA (2010) que es el método usado para la

determinacioén de los porcentajes individuales de los glucdsidos del esteviol.

. A

Figura 16 Cromatégrafo marca Dionex

La metodologia de la FAO JECFA se llevd a cabo usando las siguientes condiciones:
Reactivos. Acetonitrilo, mas del 95% de transmitancia a 210 nm.

Estandar. Se empleé una muestra certificada cuyo contenido de Rebaudidsido A es del

42.20% y el contenido total de glicosidos del esteviol del 95.20%.

Solucidn estandar. Se pesd con precision 50 mg de estandar de estevidsido y rebaudidsido
A en cada uno de los dos matraces aforados de 50 mL. Posteriormente se disolvid y aford

con la mezcla agua/acetonitrilo (7:3)
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Solucion de la muestra. Con precision se pesé de 50-100 mg de muestra y colocé dentro

de un matraz aforado. Se disolvié y aford con la mezcla agua/acetonitrilo (7:3).

El procedimiento consistié en inyectar 541 de la solucidn de la muestra bajo las siguientes
condiciones: Empleando una columna Capcell pak Cis MG Il, una fase moévil 32:68 mezcla
de acetonitrilo y 10 mmol/L de buffer de fosfato de sodio (pH 2.6) a una velocidad de flujo
de 1.0 mL/min bajo un detector UV a 210 nm y una temperatura de operacién de la

columna de 40°C.

El registro del cromatograma se llevod por aproximadamente 15 minutos, debido al tiempo

de retencién de los glucésidos a analizar.
Para la identificacidn de los picos y calculos se requirié hacer lo siguiente:

Se identificaron los picos de la solucidn con la muestra comparando el tiempo de
retencidn con los picos de la mezcla de los glucédsidos de esteviol de la solucién estandar.
Después se midieron las dreas de los picos para el estevidsido y rebaudisido A a partir de

sus soluciones estandar.

Posteriormente, se calculd el porcentaje del estevidsido en la muestra a partir de la

formula:

%X = [ ] [fXAX] 100

Y para el cdlculo del porcentaje de rebaudidsido A en la muestra se hizo a partir de la

formula:

%Rebaudibdsido A = [—] [ ] 100

Donde:
X es el estevidsido

Ws es la cantidad calculada (mg) sobre la sustancia seca de estevidsido en la solucion
estandar.

Wk es la cantidad calculada (mg) sobre la sustancia seca de rebaudiésido A en la solucién
estandar.
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W es la cantidad calculada (mg) sobre la sustancia seca de la muestra en la solucién
estandar.

As es el area de pico del estevidsido de la solucién estandar.
Ar es el area de pico del rebaudidsido A de la solucién estandar.
Ax es el area de pico de X de la soluciéon estandar, y

fx es larelacion entre el peso de la férmula de X para el peso de la férmula de estevidsido.

11.1.11  Andlisis de la muestra certificada mediante HPLC

Se efectud el andlisis de la muestra certificada con el objetivo de tener un comparativo ya
gue se carece del estandar. Dicho analisis se efectué mediante cromatografia de liquidos

(HPLC) bajo la metodologia FAO JECFA 2010, descrita en el apartado anterior.

11.1.12 Andlisis mediante FT-IR

Los analisis se llevaron a cabo mediante un FT-IR marca BRUKER modelo VERTEX 70
(Figura 17) en donde la lectura del espectro en el aparato se hizo en el modo de

reflectancia total atenuada (ATR).

Figura 17 FT-IR marca BRUKER modelo VERTEX 70

[1.2 Analisis sensorial

Se realizaron pruebas sensoriales a los productos obtenidos de las diferentes corridas
mencionadas en el apartado 1.1, las cuales involucran los sentidos de gusto, olfato y vista.
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RESULTADOS Y DISCUSION

l11.1 Evaluacion del estado actual de |la planta de produccién

Las instalaciones son amplias y se encuentran distribuidas en tres zonas: oficinas, proceso

y almacén, tal y como se ilustra en la Figura 18.

Las zonas de interés para este trabajo son tanto la del proceso como la del almacén esto
debido a que, en la zona del proceso es donde se efectian todos los pasos necesarios para
la obtencidon del edulcorante a base de Stevia y en el almacén es donde se conservan,
preservan y almacenan las hojas de Stevia correspondientes a la materia prima del

proceso en estudio, de ahi su importancia.

| &

Sala de Juntas

| —

L/
i

Centro de
Copiado

A
Oficina @ t&a
Wl M Mesa de Recepcidn

Figura 18 Bosquejo de distribucidn de las instalaciones

La primera zona a evaluar es el almacén, el cual tomando como punto de referencia la
puerta principal de acceso (lugar de localizacién de la mesa de recepcién), se pudo ver que
su ubicacion es en el lado este de las instalaciones, lugar donde se observd el resguardo
tanto de las hojas secas empleadas en el proceso, material de repuesto de los filtros asi
como costales cuyo contenido son las sustancias necesarias para la floculacion, todas ellas
al aire libre y juntas sin tener ningun tipo de control ni aislamiento unas de otras por lo

gue pudiera existir una contaminacién de las hojas a emplear en el proceso con dichas
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sustancias, dando cabida asi a la primer recomendacion: la divisién de la zona al menos en
dos mediante la creacion de unos cuartos como tal de almacenamiento en donde quede
aislada totalmente la materia prima de las demas sustancias y de esa manera no exista

ningun tipo de contaminacién en ellas.

Por su parte, en la zona del proceso se ubicd el tanque de extraccidon o difusor (primer
etapa del proceso de obtencion del edulcorante) seguido en linea desde ahi hacia el lado
oeste del inmueble de las demas etapas del proceso, ver Figura 18. Todos sin ningun tipo
de sefializacidon y de acuerdo a la linea de proceso mencionada en el apartado 1.6 del

presente trabajo.

Debido a que precisamente para la construccion de esta planta de produccién solo se
tomé en cuenta lo descrito en el apartado 1.6 se puede decir que dicho proceso sélo se
encuentra en base a procedimiento; es decir, solo se tomé en cuenta la descripcién de los
equipos deduciéndose asi, el hecho de que el proceso en estudio no esta caracterizado,
por lo tanto, no es de claro conocimiento que sea el proceso mas adecuado para el tipo de
producto que se pretende obtener, de ahi que se haya realizado un andlisis de los

diferentes mecanismos de extraccion del edulcorante.

De igual manera, al no contar con la respectiva caracterizacién de las diferentes etapas, el
secado del producto obtenido se realizé en vez de en un secador por aspersidon, mediante
un secador de charolas operado a 120°C por un tiempo de 2 horas resultando un producto
guemado, ademas de dificil de desprender de las charolas, lo que se traduce en una mala

calidad.

Finalmente, es necesario dar a conocer el hecho de que al momento del reconocimiento y
evaluacion de las instalaciones, éstas no contaban en forma con los siguientes servicios

auxiliares:

% Luz propia. Se obtenia mediante el arrendamiento de una pequefia generadora
portatil de energia eléctrica por periodos necesarios.
& Agua potable. Suministrada por pipas ya que aunque se cuenta con un pozo en la

propiedad, dicha agua no se encuentra caracterizada.
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Lo anterior da pie a las siguientes recomendaciones:

# Contar a la brevedad posible con una fuente directa de energia (provista por la
CFE).

% Realizar un analisis al agua del pozo con que se cuenta para su caracterizacion y de
esa manera ver la viabilidad de ser empleada en el proceso de produccién. En caso
de no poder emplearse dicha agua, realizar tanto los tramites correspondientes
como medidas necesarias para contar con una toma de agua potable dentro de las
instalaciones.

# Asi mismo contar con una planta tratadora de agua dentro de las instalaciones

para asegurar que el agua empleada pueda ser ingerible.

l1l.2 Resultados de la experimentacion a nivel laboratorio

I1.2.1 Caracterizacion de la hoja mediante SEM y SEM-EDS

Se realizd la caracterizacidon de la hoja mediante SEM a las tres diferentes variedades de
hojas de Stevia rebaudiana Bertoni provenientes del estado de Puebla (MPM, MPP y MPT)
asi como a la proveniente del estado de Veracruz (MPV) resultando las micrografias
mostradas en la Figura 19. En dichas micrografias se puede observar la rugosidad propia
de cada hoja asi como las fibras que las conforman, las cuales son mas perceptibles en la
muestra MPM. Por su parte, la presencia de los poros, denominados estomas, tanto
abiertos como cerrados son mads notorios y abundantes en la muestra MPP lo que denota
las condiciones adversas en que se desarrolld la planta ya que ellos son la via que ésta
tiene para comunicarse con el medio ambiente, es decir, es la forma en que captan o
liberan la mayor parte del oxigeno y/o didxido de carbono y al tener una mayor presencia
de ellos quiere decir que requiere de mayor captacién o liberacién de los gases antes

mencionados.

De igual manera, se le realizé a cada una de ellas, un SEM-EDS con el objetivo de ver las

diferencias en composicién dando como resultado los espectros mostrados en la Figura
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20, en donde se puede observar que las cuatro variedades de hoja presentan una
composicidn base de carbono, oxigeno y potasio, ya en mucho menor cantidad magnesio,
silicio, cloro y calcio. Asi mismo, se visualiza la presencia de manganeso en la hoja
proveniente del estado de Veracruz, elemento que no se presenta en las demas
variedades, asi como aluminio en la hoja proveniente de Tecolutla que caracteriza a esta

variedad y pueda deberse debido al tipo de suelo con que cuenta la zona de cultivo.

%100, 100fim : ‘) 'WDSmm - $S35 (| 5x1007 #0100y

) MPV d) MPP

Figura 19 Micrografias obtenidas por SEM de cada variedad de hoja de Stevia a x100

Los datos cuantitativos en porcentajes aproximados de los distintos elementos quimicos

identificados son presentados en la Tabla 4 donde se destaca ademas de la presencia de
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manganeso y aluminio antes mencionadas, asi como la composicién base de carbono y
oxigeno esperado en un compuesto orgdnico, un rango que va del 1 al 2%
aproximadamente de potasio asi como un margen que va del 0.26 al 0.48% de magnesio
concordando los porcentajes de ambos elementos con lo establecido en literatura (Lépez
Torres & Pefia Guevara, 2004). Comportamiento distinto presenta el calcio al variar su
composicion entre el 1.05 y 1.29% cuando lo establecido en literatura es menor al 1%
pero mayor al 0.3%. De igual forma, para los elementos quimicos, silicio y manganeso
presentes en las hojas, el rango establecido en la literatura es menor al 0.1% lo cual
evidentemente no es concordante con lo obtenido en el analisis EDS. Mencién especial
requieren tanto el cloro como el aluminio cuya presencia, como parte de la composicién

de la hoja, no se referencia en la literatura.

a) MPM

b) MPT

1.Q. Lizbeth Martinez Bucio Pagina 44



0) MPV

d) MPP

Figura 20 Espectro EDS de cada variedad de Stevia

De todos los componentes antes mencionados fueron tanto el potasio como el calcio los
dos elementos base mas destacados dejando fuera la base orgdnica (un promedio del
44.1% para el oxigeno como un 51.52% promedio para el carbono), tal y como puede
verse en la Figura 21 en donde se representan mediante barras los porcentajes de cada
elemento presente en las muestras para una mejor percepcion de los demas

componentes.
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Tabla 4 Composicion quimica elemental de la

hoja de Stevia [——

i MPY

Flemento Hosa e
MPM MPV MPT MPP
c 53.75 52.29 49.40 50.65
(0] 42.06 43.17 4574 4542
Mg 0.45 0.26 0.45 0.48
Si 0.27 0.56 0.60 0.96
Cl 0.81 0.49 0.36 0.23
K 158 154 2.08 1.05
Ca 108 129 117 121
Mn e 0.40 e e

Al — — 0.20 — Figura 21 Composicién quimica elemental de la

Total 100 100 100 100 hoja de Stevia

Una mencién especial requiere tanto la muestra de Puebla, ya que predomina la presencia
de calcio sobre el potasio (contrario a lo visto en las otras muestras) ademds de un exceso
de silicio que justifica en cierta medida la gran cantidad de estomas que presenta, como la
muestra de Tecolutla, que manifiesta tanto potasio que los demas elementos parecieran

casi imperceptibles.

Los demas elementos componentes de las muestras presentaron fluctuaciones muy
marcadas, tal y como se puede apreciar en la figura a excepcién del magnesio cuya
presencia en tres de las cuatro variedades, menos en la MPV, tiene un porcentaje muy

similar.

Dado que la muestra MPP presenta las caracteristicas especiales antes mencionadas y que
es la materia prima de cual se tiene una mayor cantidad en almacenamiento, es la que se
elegida para la realizacion de los experimentos necesarios para la determinacién de los
parametros éptimos de extraccion (relacidon sdlido/liquido, tiempo, temperatura, nivel de

agitacion y tamafio de particula).
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I11.2.2 Andlisis de caracterizacion de la hoja y resultados encontrados

en el estudio de FT-IR realizado

Con la finalidad de ver la posibilidad de efectuar una cualificacidn y/o cuantificacion rapida
de la presencia de los glucésidos de interés, estevidsido y rebaudidsido A en las muestras,
es que se realizd la implementacion de esta técnica, por ello se analizaron cuatro
muestras: la muestra certificada, el polvo de dos de las variedades de hoja estudiadas y

una ultima del polvo resultante como producto final.

Aunado a lo anterior se analizé una muestra de clorofila para asi tratar de identificar su
presencia en las muestras mediante su pico correspondiente y con ello dar un seguimiento
de ésta pudiendo observar asi, si ocurria una pérdida y/o eliminacion de ella en el

producto final.

Debido a que no se conté con los estdandares de los glucdsidos en estudio, se emplearon
los espectros de infrarrojo presentados dentro del trabajo de Giraldo E. et al, Figura 22 y
23 para el estevidsido y rebaudidsido A respectivamente, en donde se logran apreciar
picos en tres de las cuatro regiones del espectro de FT-IR siendo los picos mas destacables
los enunciados en la Tabla 5. Tanto de la tabla como de los espectros mostrados, se puede
observar la gran similitud existente entre ambos glucdsidos; sin embargo, el espectro del

rebaudidsido A presenta los picos mas profundos.

Como la regidn de la huella digital es la que determina la esencia de cada compuesto, es
en esta zona (regién comprendida entre los 600 y 1500 cm™) donde debe haber la
principal atencién por lo que se puede definir que la diferencia entre el estevidsido y el
rebudiddido A (ver Figuras 22 y 23) es primordialmente la pronunciacion del pico presente
a 1076 cm™? siendo mds intenso en el rebaudiésido A que en el estevidsido. Misma

tendencia pero menos perceptible se presenta en el pico detectado a 656 cm™.

Ahora bien, una vez conocidos los espectros de los estdndares de ambos glucdsidos en

estudio, se procedié a realizar el analisis mediante FT-IR de la materia prima, la muestra
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certificada (Anexo A) y muestra obtenida a nivel laboratorio para su posterior

comparativa.
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Figura 22 Infrarrojo del estandar del estevidsido (Giraldo E. et al., 2005)

|
-
“waty

'
ne

ST el !

nsi | [ e A
ns»

L]
*"”
"

'
. r " 1:. "

L70) I— ———ly e . - L - -

Figura 23 Infrarrojo del estandar del rebaudiésido A (Giraldo E. et al., 2005)
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Tabla 5 Principales picos de los espectros de FT-IR de los estandares de estevidsido y rebaudidsido A

Esteviosido Rebaudibésido A
Region del Ba'.‘da Grupo Region del Ba'.“’a Grupo
aproximada . aproximada .
espectro I funcional espectro & funcional
(cm™) (cm)
3433 O-H 33925 O-H
Tensién X-H Tensidon X-H
2930 CH 2924 CH
1729 C=0 1729 C=0
Doble 1645 c=C Doble 1680 c=0
enlace enlace
1575 C=C 1600 C=C
1437 C-H 1420 O-H
1416 O-H 1380 C-H
Huella 1229 ¢o Huella 1350 O-H
digital 1187 cc digital 1220 co
1062 C-0-C 1076 C-0-C
653 =C-H 656 =C-H

Los espectros obtenidos del analisis realizado en el equipo son los mostrados en la Figura
24 en donde la materia prima (polvo de hoja seca) se analizé para dos de las variedades de
hoja estudiadas las cuales se presentan de color verde (B) y magenta (C) en la imagen. Por
su parte, el espectro para la muestra certificada es el registro de color naranja (D)
mientras que la linea de color cian (A) es el correspondiente al polvo obtenido de la

extraccion hecha a nivel laboratorio.

Al efectuar la comparativa entre los espectros antes mencionados se aprecid la gran
similitud existente entre ellos al presentar tres picos en la regién de tensién X-H (donde X
representa O o C) siendo el primero en detectarse el pico comprendido en el intervalo que
va aproximadamente de los 3000 a los 3660 cm™, el segundo a los 2913cm y el tercero a

los 2850 cmL.

El primer pico corresponde al enlace O-H y como puede verse no existe una diferencia
notoria entre los cuatros espectros determinados. A su vez, en el segundo pico detectado

(2913cm™) correspondiente al enlace C-H no presenta diferencias entre las dos muestras
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del polvo de la hoja seca pero si se diferencia con respecto a los otros dos ya que en el
caso de la muestra certificada la sefial no manifiesta un pico como tal pero si su existencia,
mientras que, la intensidad detectada por el producto obtenido a nivel laboratorio no
presenta ni el pico bien definido ni el grado de intensidad que las demds muestras. Por su
parte el tercer y Gltimo pico detectado en la regién de tension X-H (2850 cm™), es muy
visible nuevamente para los espectros del polvo de las hojas secas cosa que no sucede con
los otros dos ya que, mientras que en el de la muestra certificada apenas logra detectarse
su presencia, en el del polvo del producto pareciera no existir ya que se presenta

demasiado atenuado.

Transmittance [%]

T T
5000 4000 3000 2000 1000
Wavenumber cm-1

Figura 24 FT-IR de las muestras analizadas

La segunda regidn de los espectros que se analizé fue la referida al doble enlace en donde
se apreciaron tres picos, uno representante del enlace C=0 presente aproximadamente a
los 1701 cm™ en las cuatro muestras el cual, en las muestras del polvo de hoja seca
apenas se logra apreciar pero en la lectura de la muestra certificada o estandar se
presenta en forma muy clara. Los dos picos restantes son concernientes a enlaces C=C, el

primero de ellos es referido Unicamente al espectro de la muestra certificada apreciable a
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los 1673 cm™ aproximadamente, mientras que el segundo pico, ubicado a los 1592 cm™!
aproximadamente, es perceptible en las muestras del polvo de hoja seca y en el polvo del
extracto del edulcorante y que en el caso de los espectros del polvo de hoja son
practicamente iguales a diferencia del otro polvo presentando este Ultimo un pico menos

pronunciado.

La tercer y ultima regién a analizar es la perteneciente a la huella digital, en donde para su
analisis es necesario separar el espectro de la muestra certificada de los demas, ya que en
él se logran apreciar multiples picos siendo tres los mas notorios, los cuales estan
presentes aproximadamente a los 1055 cm™, 1019 cm™ y 884 cm?, siendo el primero
relativo al enlace C-O-C, el segundo y tercero al enlace C-C. Por su parte, los demas
espectros muestran practicamente la misma linea desde aproximadamente los 1100 a
1500 cm™ en donde se perciben a simple vista dos picos, uno a los 1375 y el segundo a los
1250 cm™ (ambos datos son aproximados), la diferencia radica en los picos presentes a los
1055 y 1019 cm™ aproximadamente, en donde a pesar de que las cuatro muestras
presentan el pico de los 1019 cm, el espectro del producto obtenido muestra picos mas
similares a los presentes en el espectro de la muestra certificada que a los de los polvos de

las hojas secas.

Al efectuar la comparativa entre los espectros de las muestras analizadas con los
correspondientes a los estandares de los dos glucdsidos en estudio, se notd el gran
parecido existente ya que todas las muestras analizadas coinciden con los puntos
determinados en las regiones tanto de tension X-H como en la de doble enlace, es en la
region de la huella digital donde se aprecian las diferencias ya que, mientras los
estandares reportados por el estudio de Gildardo E. et al. muestran el pico critico (pico
con mayor intensidad) a los 1076 cm™ y el siguiente no lo toman en cuenta sino que se
centran hasta el detectado a los 656 cm™ segln su reporte, en las muestras analizadas en
el laboratorio se aprecia de manera clara una mayor intensidad del pico para los
estdndares omitido, que del propio pico determinado como critico, esto debido a que,
como se pudo observar, viene desde la materia prima la cual exhibe de manera muy clara

su presencia.
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Ahora bien, si se centra la atencién Unicamente en el espectro de la muestra certificada
(D) y el del polvo del producto obtenido (A), claramente se logran apreciar las diferencias
tanto en la sefial emitida por el equipo, al mostrar menor nimero de picos en el polvo del
producto obtenido que en el de la muestra certificada, como en la intensidad con que se
presentan los picos principales (ubicados a los 1055 y 1019 cm™ aproximadamente),
siendo esto ultimo un posible pardmetro tanto para la deteccion como para una
cuantificacién aproximada de la presencia de los glucdsidos, aunque sin una clara
definicidn de a cudl de ellos pertenece en particular ya que al menos estos dos glucésidos

analizados se llegan a enmascarar.

En lo referente a la cuantificacion de los glucésidos presentes, para este caso de estudio
en particular, es util debido a que en el producto final que se obtuvo existe una mucha
mayor presencia de rebaudiésido A que del estevidsido (ver apartados anteriores) que
aunado al hecho de que la intensidad del pico correspondiente a los glucdsidos es mucho
mayor en el rebaudiésido A que en el estevidsido (como puede apreciarse en las Figuras
22 y 23) se puede facilmente atribuir la intensidad del pico de interés al rebaudidsido A,
por lo que, al cotejar la intensidad que presenta el polvo del producto obtenido con la
mostrada por la muestra certificada, se aprecia que dicha intensidad es de
aproximadamente la mitad de la reflejada por la muestra certificada, lo cual referido con
los resultados reportados del apartado anterior presenta la misma proporcionalidad por lo
gue de hacerse, en un futuro una curva de calibracion que enmarque porcentajes de
concentracion que vayan desde cero hasta el 100%, podria emplearse este analisis como
un método rdpido de deteccion de la concentracion de rebaudiésido A en muestras

derivadas de esta variedad de planta de Stevia rebaudiana Bertoni.

Por ultimo, como es de observarse en la Figura 24 existe un espectro mas (presentado en
azul (E)), el cual se derivd del andlisis de una gota de extracto de clorofila proveniente de
una marca comercial realizado con la finalidad de ver, mediante la comparativa (entre la
intensidad de pico presente en las muestras en estudio y la reportada por la del extracto)
la probabilidad de determinacién de una eliminacién parcial o total de clorofila en el

producto final obtenido. Como es de apreciarse, el espectro correspondiente al extracto
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de clorofila presenta en la region de tensién X-H dos picos, uno a los 2913 y el otro a los
2850 cm™ correspondiente a enlaces C-H, en la region de doble enlace solamente uno a
los 1538 cm™ aproximadamente que se debe a un enlace C=C, mientras que en la region
correspondiente a la huella digital presenta al menos 8 picos facilmente apreciables a

simple vista.

Al efectuarse la comparativa entre los dos espectros, extracto de clorofila y producto final
obtenido, se contempld que los picos de la region de tensién X-H se presentan de manera
muy tenue en el polvo del producto final cuando en un inicio, en el polvo de las hojas
secas, se apreciaba a simple vista la misma intensidad; sin embargo, el pico existente en la
region del doble enlace (1538 cm™ aproximadamente) de la muestra de clorofila se
presenta casi bajo la misma intensidad sélo que un poco desfasado en la muestra del
producto final. Por su parte, los picos del extracto de clorofila presentes en la zona de la
huella digital no pudieron ser identificados de manera clara en la muestra del producto
final pero con ello no quiere decir que no estén presentes en él. Es por todo lo anterior
qgue se llegé a la conclusion de que, a pesar de que los dos primeros picos detectados
presentan una ligera disminucién de intensidad y los correspondientes a la regién de Ila
huella digital no son a simple vista perceptibles, no se puede definir mediante este analisis
si existe o no una disminucidn del contenido de clorofila en la muestra final, para ello se

requerira de otro tipo de andlisis mas exhaustivo.

I11.2.3 Andlisis de muestra certificada mediante HPLC

Con motivo de cuantificar de manera aproximada en nuestros resultados la cantidad de
estevidsido y rebaudidsido A, componentes de interés, se recurrié al andlisis de una
muestra certificada (ver certificado en el anexo A) para mediante una comparativa entre
la muestra certificada y las obtenidas en este trabajo, lograr conocer la concentraciéon

aproximada con la que se obtuvo el producto final.
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Figura 25 Cromatograma de estevidsido y rebaudiosido A de muestra certificada Rebaudidsido A 40%

Como no se especifica la concentracidon del estevidsido de la muestra certificada en el
documento que lo avala, se recurrid al analisis de los datos numéricos arrojados por el
software Chromeleon del HPLC recopilados en la Tabla 6 correspondientes al
cromatograma de la Figura 25. Dicha tabla muestra el tiempo de retencidn, la altura de los
picos y el drea pertenecientes tanto al rebaudiésido A como al estevidsido de la muestra
certificada y cuyos datos, altura y area del rebaudidsido A, corresponden a la
concentracion del 42.2% mostrada en el certificado, por lo que recurriendo a la literatura,
en donde establecen el rango dentro del cual estd la composicién de cada glucésido
dentro de la hoja (5-10% para el estevidsido y 2-4% para el rebaudidsido A), asi como a los
datos de la tabla antes mencionada, se establecid la relacidn existente de 1.25 veces del
estevidsido con respecto al rebaudidsido A, por lo que la concentracion del estevidsido en

la muestra certificada es de aproximadamente un 52.75%.

Tabla 6 Resultado del cromatograma de la muestra certificada Rebaudiésido 40% mediante HPLC

Dato Tiempo de Altura de

L. . Area de pico
retencién pico (mUA*min)
Compuesto (min) (mUA)
Esteviosido 7.90 49.5 9.55
Rebaudidsido A 7.46 39.5 7.74
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Lo anterior puede ser explicado considerando que la composicion promedio de glucésidos
dentro de una hoja es del 9% y que la muestra certificada en este estudio es un 95.2%
pura, segun demuestra el certificado, tenemos que la concentracion de 42.2% del
rebaudidsido A corresponde a un 3.99%, es decir aproximadamente un 4% del contenido
de los glucdsidos presentes en una hoja de Stevia, por lo que dada la relacidn existente
tanto entre las alturas, 49.5/39.5 mili unidades de amplitud (mUA) de intensidad, como la
de las areas, 9.55/7.74 mUA*min, se llega a que el 4% correspondiente a la composicion
del rebaudidésido A multiplicado por la relacidon existente entre ellos (1.25) da una
composicion existente de estevidsido dentro de la hoja es del 5%, lo que se traduce en el

resultado mencionado en el parrafo anterior.

I11.2.4 Andlisis de la relacion sdlido/liquido en la extraccion de

esteviosido y rebaudidsido A de las hojas de Stevia

Después de la revisidon bibliografica (Chhaya, Sharma, Mondal, Majumdar, & De, 2012;
Monesterolo & Macia, 2002) y un primer experimento se decidié que, para la determinacion
de la mejor relacion sdlido/liquido (w/w), siendo el sélido las hojas secas de Stevia y el
liguido agua, en la extraccidon del rebaudidsido A y del estevidsido se hicieran los
experimentos en las proporciones mostradas en la Tabla 7, todas ellas a presion
atmosférica, manteniendo temperatura y agitacién constante durante dos horas. En dicha
tabla, se reportan las alturas aproximadas, en mili unidades de amplitud (mUA), de los
picos obtenidos del analisis mediante cromatografia de liquidos (HPLC) y cuyos datos son

presentados para mejor percepcion en el gréfico de la Figura 26.

Los cromatogramas que originan los datos antes mencionados son mostrados en la Figura

27, cada uno de ellos para una relacién sélido/liquido estudiada.

Es necesario aclarar que, en caso de desearse ver con mayor detalle tanto los
cromotogramas presentados en este apartado como los exhibidos en futuros apartados

de este texto, pueden ser consultados en el Anexo B.
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Tabla 7 Alturas aproximadas del analisis de
relacion sélido/liquido del extracto de Stevia
obtenido por infusion

Relacion sélido/liquido

Altura de pico (mua)

Dato 1/9 1/18 1/27 1/36
Impureza Nose 400 465 488 o
Estevidsido pudo g5 40 05 i

deter_ Ry . > > Estevidsido
RebaudidsidoA minar 19.55 2113 16.31 i,
,dO(W/W)

Figura 26 Grafica de la diferencia de alturas en la
relaciones sélido/liquido (w/w).

Retomando los resultados, es claro que la mejor relacidn sélido/liquido para la extraccion
de los glucdsidos de interés es la 1/27 al alcanzar la maxima altura de pico.
Cabe sefialar, que la relacion 1/9 no se analizé debido a que se evapord por completo el

agua antes de concluir los experimentos, motivo por el cual no fue reportado.

Por su parte, tanto en la Tabla 7 como en la Figura 27 se observd que las impurezas,
componentes detectados antes de los picos de interés, aumentan proporcionalmente con
respecto a la cantidad de agua empleada en la extraccidn, mientras que los dos
componentes a extraer, estevidsido y rebaudiésido A, presentaron un maximo en la
relacion 1/27 y luego disminuyeron notablemente, esto ultimo pudo ser debido a que

empezaron a extraerse mayores cantidades de otras sustancias no deseadas, nombradas
impurezas.

Asi mismo, es posible percatarse del hecho de que, el rebaudiésido A predomina con
respecto al estevidsido, lo cual es muy bueno ya que el componente principal otorgante
del sabor dulce es precisamente el rebaudidésido A, por lo que todas nuestras muestras
presentaron un sabor bastante intenso y agradable ya que el regaliz generado por la

presencia del estevidsido se vio opacado casi en su totalidad.

1.Q. Lizbeth Martinez Bucio Pagina 56



‘ ‘ 100 ) H{. ”
4\'4 (. Esteviésido 50 “\ l\
e |

o |
sollame =2 32 Y N 9 o2
Sk 4\_7_; = ‘. 1 L “V’\j‘f"
impurezas M A T Lﬂ\ﬁ_‘:‘s..&.,m

e =

2 |
o

0

i m_fi‘\‘/\‘_ -

~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~

a) Relacion 1/18 b) Relacién 1/27

~HHrit

c) Relacion 1/36

Figura 27 Cromatografia HPLC relacion sélido/liquido extraccidn via infusion de hojas de Stevia

NOTA: Los cromatogramas presentan el tiempo en el eje x que va desde el minuto cero hasta el 15, mientras
que el eje y, que representa la unidades de absorbancia (altura de los picos en mUA), va de -20 a 50 para el

caso de la relacién 1/18 y de -20 a 60 para los otros dos casos.

Es importante destacar lo anterior ya que, aunque en la literatura se contempla como
componente principal de esta planta al estevidsido, en nuestro caso en particular, el

componente predominante como ya se menciond, es el rebaudiésido A en relacién al
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estevidsido lo cual es una caracteristica particular de la especie de Stevia rebaudiana
Bertoni en estudio, sin que las condiciones de suelo, agua y demas agentes externos

dependientes de la zona de origen de sembrado lo modificasen como pudo observarse en

los anteriores cromatogramas y tabla (Figura 27, Tabla 7).

Tabla 8 Concentracién en porcentaje de

estevidsido y rebaudidsido A en la muestra 9 2
certificada y en las muestras relacion ;°_:
sélido/liquido (w/w) estudiadas “ '§
30 g
Concentracion dentro de la muestra 5 £
o)
e Muestra 0
Dato Relacion sdlido/liquido certificad i)
1/18 1/27 1/36 Muestra Certificada b 0
- la
Estevidsido 0.53 426 053 52.75 Rey, 1a2l '
%, 1218
Estev

1742 42.20

Rebaudiosido A 20.88 2257
RebA

N
0/%//[
‘7(/,%
(ny,
Y

Figura 28 Grafica de concentracion (%) de
esteviosido y rebaudiésido A de la muestra
certificada vs relaciones sélido/liquido (w/w).

El analisis de los datos numéricos presentados en la Tabla 7 e ilustrados mediante Ila

Figura 26, ademas de identificar la mejor opcion de relacidn sélido/liquido para llevar a

cabo la extraccién (1/27 (w/w)), sirvio para efectuar la comparativa de las alturas de pico
resultantes de las cromatografias de cada una de las diferentes relaciones sélido/liquido
estudiadas con la correspondiente altura de pico de la muestra certificada, que a su vez
representa una concentracidn, obteniéndose para las muestras analizadas que las cifras
en términos de concentracién fueron las presentadas en la Tabla 8 que a su vez son
ilustradas en la Figura 28 para mejor percepcién, confirmando nuevamente que la mejor
opcidn de relacion (w/w) sdlido/liquido es la 1/27 al presentar un porcentaje de contenido

del 22.57% para el rebaudidsido Ay del 4.26% para el estevidsido.
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I Polvoresta

Tabla 9 Cantidad de producto obtenido de ' ' I:IE;bA
acuerdo a la relacién (w/w) sélido/liquido 035
0.30
Masa (g)
Dato Relacion Relacion

1/18 1/27 -

o0

Polvo total 01267  0.3379 g

obtenido g

Esteviosido 0.0007 0.0144
Rebaudiosido A 0.0265 0.0763

NOTA: Las cantidades son referidas a un gramo de
polvo de Stevia y a la concentracién correspondiente

lal8 la27

Relacion (w/w) sélido/liquido

Figura 29 Grafica masa obtenida vs relacién
sélido/liquido (w/w).

Una vez descartada la relacion sdélido/liquido 1/36 (w/w), ya que el extracto resultante
presentd notables deficiencias en lo concerniente a la concentracion del estevidsido y
rebaudidsido A ademds de representar un uso excesivo de agua (ver tablas anteriores, 7 y
8), se efectud la evaluacidén para las relaciones de 1/18 y 1/27, correspondiente a las
masas resultantes de cada una, tanto para el polvo total generado como para cada
componente de interés en particular, para determinar cudl de ellas resulté mas efectiva,
los datos numéricos resultantes conforman la Tabla 9. Dichos datos son ilustrados
mediante el grafico de la Figura 29 para una mejor visualizacidn de la diferencia existente
entre el polvo total obtenido (altura maxima de las columnas) y la cantidad de polvo
correspondiente a cada uno de los glucésidos de interés dentro del total de polvo (color
magenta y amarillo para el rebaudiésido A y estevidsido respectivamente), logrando
observar con contundencia la superioridad, tanto en la cantidad de polvo total obtenido
como en la proporcién correspondiente a cada glucésido, de la relacién sélido/liquido

1/27 sobre las demas relaciones estudiadas.

Aunque en la tabla anterior las cantidades parecen muy pobres, cabe enfatizar que cada
andlisis se hizo a mini escala (referidas a un gramo de hoja seca de Stevia) ademas

recordando que:
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# Segun lo reportado en literatura la cantidad de glucdsidos contenidos en un hoja
va desde un 7 a un 15% aproximadamente (Boileau, Fry, & Murray, 2012; Giraldo E.,
Marin P., & Habeych N., 2005),

# El porcentaje en peso de hoja seca para el estevidsido varia del 5 al 10% y del 2 al
4% para el rebaudidsido A. (Lopez Torres & Pefia Guevara, 2004; Monesterolo & Macia,
2002)

# La suma de estevidsido y rebaudidsido A para la muestra certificada analizada fue
del 9% vy que,

% Un método propuesto de extraccion hecho con solvente ha reportado un
rendimiento de alrededor de 5% de glucdsidos sobre la base del peso en hojas

secas. (Soto & Del Val, 2002).

Tenemos que la suma de estos dos glucésidos en los polvos obtenidos en el laboratorio
alcanzaron un contenido de glucésidos en la hoja de un 2% para la relaciéon 1/18 a un 2.5%
para la relaciéon 1/27, lo que resulta bastante bajo a comparacion con el rango
mencionado anteriormente, pero, se puede encontrar una justificacion en el hecho de que
el componente prioritario segln la literatura es el esteviésido, caso contrario a lo que

presentaron las hojas en estudio y de donde se puede derivar un 4% faltante.

Por otro lado, si las mismas cantidades de polvo obtenidas de cada componente lo
comparamos con lo reportado para la base seca, se evidencia mas aun el faltante de
estevidsido al reportar un maximo de tan solo un 1.4% (relacion 1/27) en vez del 5%
minimo que deberia tener mientras que, la cantidad de polvo correspondiente al
rebaudidsido A va de un 2.65 a un 7.6% para las relaciones 1/18 y 1/27 respectivamente
cuando lo reportado en literatura es de un 2 a 4% (Lopez Torres & Pefia Guevara, 2004;

Monesterolo & Macia, 2002).

Por lo anterior se concluye que, para la situacién a nivel industrial, es decir, los resultados

expresados en kilogramos o toneladas no resultan tan poco atractivos.
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111.2.5 Andlisis de la variedad de especie de las plantas de Stevia

Se realizo el analisis HPLC de la extraccion tanto del estevidsido como del rebaudidsido A
de tres de las cuatro variedades de Stevia, de las analizadas previamente por SEM, para
corroborar el hecho de que, no importando las diferencias proporcionales en la
composicion quimica elemental de cada variedad, el extracto resultante puede ser muy

similar confirmando asi, la efectividad del procedimiento de extraccion de los glucdsidos

de la planta de Stevia y la semejanza en la extraccidn de ellos.

a)  MPM b)  MPT

c) MPV

Figura 30 Cromatogramas de estevidsido y rebaudidsido A de cada variedad de especie de hojas de Stevia

NOTA: Los cromatogramas presentan la escala de tiempo de cero hasta el minuto 12, mientras que el eje de

las unidades de absorbancia en mUA va de -20 a 120 para el caso de la muestra MPM, de -10 a 90 para la

MPT y de -20 a 60 para MPV.
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La extraccién de los glucdsidos, para obtener las muestras a estudiar, se realizé mediante

infusién manteniendo la temperatura (45°C), tiempo de reaccién (2 horas), agitacion y
relacion sélido/liquido (1/27) constantes.

Una vez obtenidas las muestras se secaron, se recurrié a la implementacion de la

metodologia de la cromatografia de liquidos (HPLC) para la preparacion de los viales a
introducir en el cromatdgrafo y se analizaron.

Los cromatogramas obtenidos del analisis HPLC de cada variedad de hoja de Stevia
analizada son presentados en la Figura 30, por medio de ellos se pudo observar que a
pesar de que las escalas de cada cromatograma son diferentes, las tres muestras
presentan picos muy similares tanto para el estevidsido como para el rebaudidsido A, la
diferencia mas notable entre cada cromatograma son los picos que para nosotros
representaron las impurezas, en este ambito, el de las impurezas, se advirtié que mientras
gue para la muestra MPM tienen gran relevancia solo dos sustancias desconocidas a
remover, en la muestra MPT son tres las impurezas importantes las causantes del
problema mientras que en la muestra MPV, aunque no se lograron observar una gran
cantidad de picos representantes de impurezas, debido a la intensidad con que se

presentaron éstas, si representaron una gran influencia en el resultado.

Estevidsido
RebA

w0 £
Tabla 10 Resultados de los cromatogramas de 35 §
cada variedad de hoja Stevia analizada mediante S0 §
25 =1
HPLC % B
5 o
= B . 0 2
Area de pico (mUA*min) 0_: <
Dato MPM MPT MPV N

Esteviosido 0.62 0.62 0.69 %%’Sa e
%

Rebaudiosido A 3.92 3.33 3.67 ”"'e;,,e

Figura 31 Grafica area de pico vs variedad de
hoja de Stevia
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Los resultados numéricos de cada cromatograma arrojados por el software del HPLC,
tanto para el estevidsido como para el rebaudiésido A, fueron recopilados en la Tabla 10
gue a su vez originaron el grafico presentando en la Figura 31. Dichos resultados
confirmaron la similitud existente entre las areas de los picos de cada componente de
interés revelando una diferencia inexistente en el caso de las dreas presentadas para el
estevidsido entre la MPM y la MPT pero de 0.07 mUA*min (10.69% de diferencia) con
respecto a la MPV, mientras que para el rebaudiésido A, cada muestra presenta una
discrepancia con respecto a las otras dos siendo la mayor la presentada por la muestra
MPM con respecto a las otras dos con una diferencia de 0.59 mUA*min con respecto a la

MPT que es la mayor.

Una vez conocidas las areas existentes de cada pico, se aplican las féormulas presentadas
en el apartado 11.1.10 tomando como base la concentracion de la muestra certificada de
rebaudidsido 40%, para ver la concentracion de los dos componentes de interés con la

gue cuenta cada muestra obtenida, resultando la Tabla 11.

7] Rebaudiésido A
. . Estevidsido

100 -

Tabla 11 Concentracién en porcentaje de %01 1

estevidsido y rebaudidsido A en la muestra
certificada y en las muestras de variedad de hoja
Stevia estudiadas

80 g
704 B
60 4 B
501 B

40 4 -
Concentracion dentro de la muestra

Concentracion (%)

304 B

. . . Muestra 204 1
Dato Variedad de hoja de Stevia certificada 101 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ]
0 - - - :
MPM MPT MPV MPM MPT MPV  Muestra certificada
Esteviosido 342 342 381 5275 Muestra

RebaudiosidoA  21.37 18.16 20.00 42.20

Figura 32 Grafica de porcentaje de
concentracion vs muestra en estudio

Una manera mas clara de ver los resultados obtenidos es mediante el grafico mostrado en
la Figura 32 (generado a partir de los datos de la tabla antes mencionada), de donde se
puede observar que el contenido de glucdsidos (estevidsido y rebaudidsido A) de la
muestra proveniente de Tecolutla apenas alcanza la mitad del porcentaje de rebaudidsido

A contenido en la muestra certificada, mientras que las otras dos muestras logran esa
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misma cantidad con su contenido tan sélo de rebaudiésido A, por lo que se pudo concluir
que las muestras obtenidas apenas alcanzarian el 20% de pureza para el rebaudidsido A, a
excepcion claro, de la muestra proveniente de Tecolutla (MPT) cuya pureza seria de tan
solo el 18.16% y que alcanza el 21.58% de contenido de glucésidos tomando en cuenta

también la cantidad de estevidsido con que cuenta la muestra.

Asi mismo, se concluyd que el método extractivo es efectivo para cualquier variedad de
hoja que se tenga sin necesidad de realizarle ningln ajuste a éste al momento de cambiar
la procedencia de la materia prima, ya que en las tres muestras estudiadas presenta
resultados superiores al 18% de pureza para el rebaudidisido A y aunque pudiera sonar un
rendimiento muy bajo, cabe destacar que la extraccién es 100% natural ya que sélo se
estd implementando agua como solvente ademas de que, comparados con los resultados
hasta hoy reportados donde han sido empleando alcohol u otro solvente (Soto & Del Val,
2002), que segun los autores, aumenta en gran medida la extraccién de los glucésidos no

presenta tan bajo rendimiento.

Por otro lado, es bueno recordar que la cantidad de glucésidos contenidos en la hoja
depende ademas de las condiciones climatolégicas y de suelo con las que cuenta el
plantio, también de las condiciones en que se llevé a cabo el secado de las hojas, las
cuales no fueron especificadas al momento de la adquisicién de las hojas secas de Stevia y
pudieran en determinado momento ser causa de las diferencias de pureza entre las
muestras. Aunado lo anterior al hecho de que las hojas en estudio provienen de una
planta con un bajo contenido de estevidsido propio de la especie de Stevia rebaudiana

Bertoni plantada.

I11.2.6 Andlisis de la influencia del tamafo de particula

El analisis de tamafio de particula se llevdo a cabo con la finalidad de establecer la
influencia que ésta ejerce sobre la efectividad en la extraccion de los glucésidos

contenidos en las hojas de Stevia (muestra MPP).
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Como ya se menciond, la extraccion se efectud para dos tamafios, una a 1000um, la cual
se consiguié mediante trituraciéon de las hojas y tamizado del polvo resultante (ver
apartado 11.1.3), y una segunda con la hoja entera manteniendo, en ambos casos, la
temperatura (45 °C), agitacion, relacion sélido/liquido (1/27) y tiempo de extraccion (2

horas) constantes.

a) Polvo b) Hoja entera

Figura 33 Cromatogramas de estevidsido y rebaudidsido A a diferente tamafio de materia prima

NOTA: Los cromatogramas presentan la escala de tiempo de cero hasta el minuto 12, mientras que el eje de
las unidades de absorbancia en mUA va de -20 a 60 para el caso de la muestra en polvo y de -10 a 90 para la
muestra de hoja entera.

El analisis efectuado por cromatografia de liquidos arrojé6 como resultado una gran
similitud, para ambos casos, en cuanto a la altura de pico tanto para el esteviésido como
para el rebaudiésido A (ver Figura 33), asi mismo se notd una diferencia en lo que a la
extraccién de sustancias de no interés se refiere y que para nuestras finalidades fueron

denominadas impurezas.

Para tener mayor claridad sobre de los resultados que se obtuvieron, se reportan los datos
aproximados de las alturas y las areas de pico que presentaron al momento del analisis
por cromatografia de liquidos compilados en la Tabla 12 e ilustrados por las Figuras 34 y
35 (alturas y areas respectivamente). Es necesario sefalar que en el caso de las impurezas

solo se reporta el pico mas alto encontrado en todo el rango correspondiente a estas.

En la tabla antes mencionada, se observé que la diferencia existente entre ambos

tamafios de materia prima, en lo referente a las areas de pico es de tan solo 0.07
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mUA*min, equivalente a un porcentaje de diferencia del 10.69% entre los valores
encontrados para el estevidsido, mientras que para el rebaudidsido A la diferencia
existente fue de 0.34 mUA*min, lo que se traduce en un 9.71% de porcentaje de

diferencia entre ellas.

abla 12 Resultados de los cromatogramas HPLC de hoja entera y polvo de 1000m de Stevia

Tamano de Polvo (1000m) Hojaentera
particula . ;
Areade  Alturade Areade

Alturade - . .

ico (mUA) pico pico(mUA) pico
pate I (MUA*min) (MUA*min)

Estevidsido 47 — 765 —
Rebaudidsido A 4 0.69 5 0,62

Estevidsido
Rebaudidsido A
Impureza

Estevidsido
Rebaudidsido A

<
)} 9
E g’
o) £ a0
9 P
[+ 5( 29
()
o E
o
E 8 -
p a
g
5" \
; ra 0 Polvo
HOlaeme = o
» L ‘;\@
My Hoja entera ((\&
’700, 6@
o
2 &°
R
St ,\,bé‘

Figura 34 Grafica de altura de pico vs tamafio de
muestra

Figura 35 Grafica de area de pico vs tamaio de
muestra

Por su parte, al ver Figura 34 se advierte que la altura correspondiente al rebaudidsido A,
en el caso del polvo, representa aproximadamente la mitad de la altura reportada por el
pico mds alto de las impurezas mientras que el pico del estevidsido semeja

aproximadamente el 10% de ellas. A su vez, las alturas presentadas por el rebaudidésido A
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y el estevidsido, en el caso de la hoja entera, equivalen aproximadamente a un 27.5% y
6.5 % respectivamente, de la altura presentada por el pico mas alto de las impurezas
extraidas en su corrida. Con lo anterior se pudo deducir que la hoja sin moler presenta
menor cantidad de impurezas al momento de la extraccidn, lo cual es de esperarse ya que
al tamizar el polvo se quedan en el tamiz una gran cantidad de materia fibrosa que agrega
a la infusion otro tipo de sustanciasAhora bien, al momento de analizar las areas, que en

realidad son los valores de interés, se presenta para el esteviésido (ver Figura 35) el caso

contrario a las alturas, ya que la muestra que presenta una mejor area es la que tiene

como base el polvo a pesar de que el pico con mayor altura lo presenta la muestra de hoja
entera. Sin embargo, aunque el rebaudidsido A presentd alturas de pico iguales, las areas

difieren aunque muy poco siendo la mayoritaria la presentada por la muestra base polvo.

Rebaudiésido A
Tabla 13 Concentracion de estevidsido y Esteviosido

rebaudidsido A en la muestra certificada y en las
muestras de hoja entera y polvo de Stevia
estudiadas

Concentracion dentrode la muestra

Concentracion (%)

Tamano de muestra Muestra
Stevia certificada
Dato
Polvo Hoja
(1000 pm) entera
Estevicsido 381 342 5275
Rebaudissido A 20.00 1816 42.20

Figura 36 Porcentaje de concentracion vs tipo de
muestra.

Por todo lo anterior se pudo deducir que, al emplear un tamafio de particula de 1000m
de hoja de Stevia se obtuvo una mejor extraccidon que al efectuarla con la hoja entera
pero, para concretar aun mas dicha idea fue necesario efectuar un analisis respectivo a la

concentracion de ambos componentes de interés, es decir, con los resultados de las areas
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de cada pico de la tabla anterior, tanto para el esteviésido como para el rebaudiésido A, se
buscé, al igual que con los apartados anteriores, la obtencién de la concentracién con la
gue cuentan los polvos finales derivados de estos experimentos y cuyos valores fueron

reportados en la Tabla 13 mostrada a continuacidn.

Al comparar los resultados de la tabla anterior se encontré que, para el esteviésido hubo
una diferencia porcentual del 10.79% entre la concentracidn del extracto proveniente del
polvo y el derivado de la hoja entera, lo cual es bastante significativo en términos
numéricos; sin embargo, hay que tomar en cuenta que éste glucésido es el que aporta el
regaliz al producto final lo cual implica que una pequefia concentracién de éste no suele
ser tan desfavorable. Por su parte, para el rebaudiésido A esa diferencia numérica en la
concentracion representa un 9.64%, lo cual resulta revelador, ya que implica un cambio
dréstico en las propiedades sensoriales del producto final y dado que, éste ultimo es el
glucésido prioritario en las muestras en estudio, implica una considerable diferencia entre
ambos polvos resultantes. Ahora bien, ambos tamafios de materia prima para la
extraccion refieren una concentracién del 18 al 20%, es decir, aproximadamente de un 22
a 24% por debajo de la lograda por la muestra certificada analizada tal y como se puede
ver de manera mas clara en la Figura 36, mientras que para el esteviosido, el area refiere a
tan sélo un rango aproximadamente entre 6.48% y 7.22% del contenido de dicho

compuesto en dicha muestra certificada.

Finalmente, para el andlisis de las impurezas, cabe destacar que Unicamente se reporto la
altura del pico mas alto, que en este caso si presenté una diferencia considerable entre los
experimentos pero que para los fines buscados no representaron un gran obstaculo ya

gue en pasos posteriores se buscd su reduccion.

I11.2.7 Andlisis de temperatura

Con la finalidad de tener un ahorro energético en la produccién de calor necesario para
llevar a cabo la extraccién de los glucdsidos via infusidn, se recurrié a la evaluacion de ésta

a diferentes temperaturas en un rango de 35 a 55°C, teniendo como punto de partida lo
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recomendado por la literatura (Arakawa et al., 2012; Monesterolo & Macia, 2002), para asi
encontrar la mejor temperatura a la que se puede llevar a cabo dicha extraccién a manera
de obtener la mayor cantidad de producto posible que cuente con una considerable

calidad.

a) 35°C b) 40°C

e) 50°C e) 55°C
Figura 37 Cromatogramas de estevidsido y rebaudiésido A de cada temperatura de extraccion

NOTA: Los cromatogramas presentan la escala de tiempo de cero hasta el minuto 10, mientras que el eje de
las unidades de absorbancia en mUA va: a) de -20 a 140, b) de -10a 90, c) de -20 a 60, d) de -20 a 160 y e) de
-20a 120
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[ Rebaudiésido A
Estevidsido

Tabla 14 Resultados de los cromatogramas de
temperatura de extraccidn via infusién de hoja
de Stevia

min)
o

*
=
£
o 3
Temperatura ~ 35°C  40°C  45°C  50°C  55°C g
- . [ 2
Area de pico ©°
Dato (MUA*min) gt
<
Estevidsido 0.82 0.85 0.69 0.75 0.60 0
Rebaudidsido A 4.82 483 367 477 431
s B
% (4
9 © O
° eratu™®
Ter®
Figura 38 Area de pico vs temperatura
[ Rebaudidsido A
Tabla 15 Concentracion de esteviésido y

rebaudiosido A en la muestra certificada y en las

Estevidsido
muestras de temperatura de extraccion 9
5
Concentracion dentrode la muestra ©
—
. Muestra €
Dato Temperatura (°C) cortificaa E’:)
3 4 45 50 55 S
Estevidsido 452 469 381 414 331 52.75
RebaudidsidoA 2627

2633 2000 2600 2349 4220

Figura 39 Porcentaje de concentracion vs
muestra
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Los cromatogramas resultantes de dicho analisis por HPLC se encuentran reportados en la
Figura 37, de ellos se dedujo que comparando cada pico con su respectivo, todas las
temperaturas presentan picos muy similares tanto para el esteviésido como para el
rebaudidsido A, la diferencia nuevamente se observan en los componentes
representantes de las impurezas que presentd cada uno, ya que a simple vista pareciese
gue son los mismos componentes solo que en menor o mayor cantidad, siendo la
impureza predominante, en todos ellos, la retenida en aproximadamente el minuto 4.0 y

que para fines ilustrativos se delined en el cromatograma a) de morado.

Para ver las pequefas diferencias entre cada pico de estevidsido y rebasudidsido A, se
extrajeron del software Chromeleon del cromatégrafo HPLC los valores numéricos de las
areas correspondientes a cada uno de ellos, que posteriormente fueron recopilados en la

Tabla 14, mostrada a continuacion.

Como pudo percibirse tanto en la Tabla 14 como en la Figura 38, la tendencia de
extraccién de ambos componentes es irregular debido a que primero fue de menos a mas,
al presentar una mayor area de pico a los 40°C con respecto a los 35°C, para después
tener un descenso subito del area a los 45°C, incrementar en los 50°C y nuevamente
presentar una menor area a los 55°C, aln y con esos fuertes cambios ocasionados por la
variacién de la temperatura quedd claro el hecho de que las dos mas bajas temperaturas
expuestas en la tabla fueron las que arrojaron mejores resultados. Ahora bien, fue
necesario saber con qué calidad se obtuvieron por lo que se expresaron los resultados en
términos de concentracién, tomando como base tanto las dreas como las concentraciones
con las que cuenta la muestra certificada analizada en el apartado 11.2.3 de este
documento, resultando la Tabla 15 ilustrada mediante la Figura 39 y de las cuales se
contemplan dos cosas principalmente: la primera, las dos temperaturas que presentan
mejor contenido de los dos glucdsidos estudiados son la de 35 y 40°C, y segunda, aunque
la temperatura de 40°C presenta una mejor concentracién que la de 35°C, resulta mejor
opcion, hasta el momento, la de 35°C ya que existe un porcentaje de diferencia entre sus

concentraciones de tan solo un 0.23% pero la opcién de 40°C implica un mayor gasto
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energético al tener que mantener 5°C mas la temperatura por todo el tiempo que dure la

extraccion.

Esteviésido
Tabla 16 Cantidad de producto obtenido de == lfelba“d'ots'd?/*
.z 0lVOo restante
acuerdo a la temperatura de extraccién R = ‘ ‘

0.40 8

Masa (g) 0.35 .
Dato 35°C 40°C 45°C 50°C 55°C 0.30 i

Polvo total 0.25 X

obtenido

Estevigsido 0.0198 0.0184 0.0144 0.0172 0.0137 015

Rebaudiosido A 0.1153 01036 0.0763 0.1083 0.0972 010 ]

NOTA: Las cantidades son referidas a un gramo de hojas de Stevia y a la concentracion

correspondiente 0.05 il
3 40 15 50 55

0.4390 03935 03379 04167 0.4140
0.20 .

Masa (g)

0.00

Temperatura (°C)

Figura 40 Masa de los polvos obtenidos vs
temperatura de extraccion

De igual manera, al observar la Figura 39 queda mas clara la diferencia de concentraciones
existente entre la muestra certificada y las obtenidas al presentar, en el caso del
estevidsido, una proporcion aproximada que va del 6.27% (punto mas bajo, obtenido a los
55°C) al 8.89% correspondiente al punto mas alto obtenido (40°C) y en el caso del

rebaudiodsido A ese intervalo va aproximadamente del 47.39 al 62.39%.

Por otra parte, al efectuar el analisis de materia obtenida en cada temperatura estudiada
se obtuvieron los resultados de la Tabla 16, datos correspondientes a los mostrados en la
Figura 40 donde se observa que a 45°C se obtuvo menos polvo total de la extraccién por lo
gue quedd totalmente descartada esa temperatura, de igual manera quedaron
descartadas las temperaturas de 50 y 55°C ya que, aunque se obtiene mayor cantidad de
polvo total de extracto que a los 40°C, recordemos que ambos productos tiene una menor
concentracion de los dos glucdsidos en estudio por lo que no resulta viable, ademas de

gue, para su obtencién se requirié un mayor gasto energético al tratar de mantener
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constante los 50 o0 55°C, segln sea el caso, que sostener los 40°C de la otra opcién durante
todo el tiempo de extraccion. A su vez, queda confirmado que la mejor opcién de
temperatura es 35°C, como ya se habia establecido anteriormente, debido a que por una
parte se obtuvo mds producto final (ver Figura 40) y de buena calidad que incluso a los
40°C, y por otra, fue al mismo tiempo la opcidon que menos energia calorifica requirié para

extraer los glucésidos de interés.

111.2.8 Andlisis del tiempo de extraccion

El andlisis de tiempo de extraccion se llevé a cabo tomando en consideracién lo reportado
en bibliografia (Arakawa et al.,, 2012; Chhaya et al,, 2012; Monesterolo & Macia, 2002) y
estableciendo presion atmosférica, agitacion, relacién sélido/liquido (1/27) y temperatura
(45°C) constantes a 1, 1.5, 2, 4, 6 y 8 horas, obteniéndose los cromatogramas HPLC
mostrados en la Figura 41 en donde se observd que, a medida que se fue incrementando
el tiempo de extraccidén existié un mayor arrastre de componentes considerados como
impurezas, mientras que los picos representativos tanto del rebaudiésido A como del
estevidsido permanecen casi constantes a excepcion de la prueba realizada a una hora,
que contrario a lo que esperado presenta una mayor extraccidon para ambos componentes

de interés.

Lo dicho anteriormente fue corroborado por los datos numéricos proporcionados por el
software Chromeleon del cromatdgrafo de liquidos para las areas de los respectivos picos,

los cuales son presentados en la Tabla 17 e ilustrados por grafico de barras de la Figura 42.

De la Figura 41 se tuvo que para el caso del estevidsido, sin considerar el tiempo de una
hora, a medida que incrementa el tiempo de extraccién se logré una mayor area, es decir
una mejor extraccion, sin embargo, para el caso del rebaudiésido A, el drea de pico no
presentd ninguna tendencia ya que a lo largo de todo el rango de tiempo de estudio
mostré una oscilacidn en los valores, de los cuales los tres que exhiben las mayores areas
son el tiempo de 1, 1.5 y 6 horas, el segundo con un area aproximada de 5.00 y el tercero

con 5.22 mUA*min, sin embargo, existe una considerable diferencia de gasto energético
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entre una y otra opcién por lo cual se tendria que analizar a fondo la concentracién

resultante de cada uno y la cantidad final, en gramos, de producto obtenido.

G B o®o®o®o¢ o8 owowo®oE o4 ¢

a) 1 hora de extraccion b) 1.5 horas de extraccion

tid P

c) 2 horas de extraccién d) 4 horas de extraccion

e) 6 horas de extraccion f) 8 horas de extraccién

Figura 41 Cromatogramas de estevidsido y rebaudiésido A de cada tiempo de extraccion via infusién de
hojas de Stevia

NOTA: Los cromatogramas presentan la escala de tiempo de cero hasta el minuto 10 para el inciso a) y b)
mientras que para los demds va hasta el minuto 12. Por su parte, el eje de las unidades de absorbancia, en

mUA, es: a) de -20 a 160, b) de -10 a 80, c) de -20a 60, d) de -10 2 90, e) de -10a 70 y e) de -10 a 60
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Tabla 17 Resultados de los cromatogramas de cada tiempo de extraccion via infusion de hojas de Stevia

Tiempo 1 hora 1.5 horas 2 horas 4horas 6 horas 8 horas
Area de pico
Dato (MUA*min)
Estevidsido 0.80 0.67 0.69 0.73 0.76 0.86
Rebaudicsido A 5.24 5.00 3.67 4.80 522 4.64

Rebaudiodsido A
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Figura 42 Areas de pico de los glucésidos respecto al tiempo de extraccion

Mencién aparte merece el tiempo de una hora, ya que presenta, contrario a todo lo
esperado, una muy buena extraccién al contar con los valores mas altos de drea para

ambos componentes de interés, un area de 0.80 para el esteviésido asi como una de 5.24

mUA*min para el rebaudidsido A.

Ahora bien, al convertir las areas de cada pico en concentracion (ver Tabla 18) resulto,
como era de esperarse, la conservacién de la tendencia de la tabla anterior (ver Figura 43),
por lo que siguié como la mejor opcidn la extraccidn efectuada por el periodo de una hora
bajo las condiciones que se mencionaron; sin embargo, como una segunda opcion a elegir
destacéd la extraccibn de 6 horas ya que presentd una diferencia porcentual de

concentracion de rebaudidsido A de tan solo 0.35% con respecto a la de una hora, la
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diferencia principal radica en las cinco horas mas que se requirieron para obtener una

concentracion similar. Por otro lado, si se requiere que el producto final tenga como base
una concentracion de rebaudiésido A del 20%, cualquiera de las opciones aqui
presentadas es buena; sin embargo, nuevamente resulta mejor la extraccion por un

periodo de una hora ya que facilita un sistema de extraccion en forma continua,
descartando asi a todos los demads tiempos propuestos analizados.

Tabla 18 Concentracion de estevidsido y rebaudidsido A en la muestra certificada y en las muestras de

tiempo de extraccion

Concentracién dentro de la muestra
Dato Tiempo de extraccion Mu_estra
certificada
1 hora 1.5horas 2 horas 4horas 6 horas 8 horas
Estevidsido 441 3.70 381 4.03 419 475 5275
Rebaudidsido A 28.56 27.26 20.00 26.17 28.46 25.29 42.20

Rebaudiésido
Estevidsido

Concentracion (%)

Figura 43 Concentracion de glucdsidos respecto al tiempo de extraccién y en la muestra certificada

Finalmente, para dar el visto bueno definitivo se hizo una evaluacién anteponiendo la

masa total obtenida de cada corrida a la concentracién que cada componente de interés
presentd, conformando tanto la Tabla 19 como la Figura 43 donde se presentan los
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resultados de cuatro de las seis corridas, a manera ilustrativa del comportamiento,
descartando asi las corridas de 4 y 8 horas ya que, la primera presenta una concentracion
intermedia que no es muy util para el objetivo planteado vy, la segunda, demasiado tiempo
de extraccion ademads de ser la que presentd menor concentracién. De igual manera, una
vez conocidos los gramos obtenidos de cada corrida, se vio que las dos corridas que
presentaron un mayor producto son las dos que se efectuaron con menor tiempo de
extraccién, dejando a un lado la extraccién de 6 horas que hasta ahora se perfilaba como
una segunda opcidn. Por lo tanto, se concreta de manera definitiva lo que hasta ahora tan

solo se apuntaba como la mejor opcion.

Tabla 19 Cantidad de producto obtenido de acuerdo al tiempo de extracciéon

Masa (g)
Dato 1 hora 15horas 2 horas 6 horas
Polvo total 04137 04279 03379  0.3811
obtenido
Esteviosido 0.0182 0.0158 0.0144 0.0159

Rebaudidsido A 0.1181 0.1166 0.0758 0.1084

NOTA: Las cantidades son referidas a un gramo de hojas de Stevia ya la
concentracion correspondiente

Estevidsido

0.45 , . Rebaudidsido A
Polvo restante

0.40 1

0.35 1 i
0.30 1 i
0.25 1 -

0.20 4

Masa (g)

0.15 1 -
0.10 -

005’ -

0.00 T T T T T T T

Muestra

Figura 44 Masa de los polvos obtenidos en su respectivo tiempo de extraccion
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Concluyendo, tanto de los cromatogramas como de los datos de las diferentes tablas y
figuras correspondientes de esta seccién, se concreté que el mejor tiempo de extraccién
es el de 1 hora, ya que presentd una mayor extraccion pero sin el arrastre de tantas
impurezas, proporcioné un ahorro de tiempo durante la extraccion que se tradujo
también en ahorro de energia ya que no se requirio tanto calentamiento en ello y ademas,

facilita la implementacién de un sistema de extracciéon en forma continua.

I11.2.9 Andlisis de la velocidad de agitacion

El analisis de la agitacidon se llevd a cabo en un rango de 60 a 1200 rpm, que es la
capacidad con la que cuenta la parrilla empleada y que van, desde el nivel uno de

agitacion hasta el maximo nombrado como nivel 12 (ver Figura 45).

Figura 45 Parrilla eléctrica marca Thermo Scientific modelo Cimarec
Los polvos resultantes de cada prueba se prepararon segun la metodologia a seguir para la
cromatografia de liquidos (apartado 111.1.9) y posteriormente fueron sometidos cada uno a

su respectivo analisis bajo el método descrito en el apartado 111.1.10.

Una vez analizados los polvos dieron como resultado los cromatogramas englobados en la
Figura 46 y cuyos valores numéricos, para las areas tanto del pico del estevidsido como del
rebaudidsido A, fueron reportados en la Tabla 20 y graficados en la Figura 47, mediante
ambos, figura y tabla, se pudo visualizar el hecho de que las areas del pico de estevidsido
oscila desde 0.66, a nivel 2 de agitacidn, hasta 0.82 a nivel 4 pasando por los puntos
intermedios de 0.69, a nivel 6, y 0.79 en los dos restantes. Por su parte, el rebaudidésido A
manifiesta su area mds baja en el nivel 6 mientras que la mas alta se establece en la

maxima agitacién evaluada
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a) 2N b) 4N

d) 8N e) 10N

Figura 46 Cromatogramas de estevidsido y rebaudidsido A de cada nivel de agitacion en que se llevé a
cabo la extraccién

NOTA: Los cromatogramas presentan la escala de tiempo de cero hasta el minuto 10. Por su parte, el eje de
las unidades de absorbancia, en mUA, es: a) de -10 a 80, b) de -20 a 200, c) de -20 a 60, d) de -20a 160 y el
inciso e) de -20a 120
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Estevidsido
Rebaudiésido A

Tabla 20 Resultados de los cromatogramas de s —
cada nivel de agitacion en que se llevé a cabo la E
extraccién ‘=
s E
. . o
Agitacion 2N AN 6N 8N P
L]
- kel
Area de pico I o
Dato (mUA*min) oN 0 <
i, o
Esteviosido 0.66 0.82 0.69 0.79 i "e/o,
S
L g’l‘gc._ A
Rebaudiosido A 4.37 4.69 3.67 4.81 Gy

Figura 47 Area de pico de cada nivel de agitacion

Ahora, con los datos de la anterior tabla y nuevamente los de la muestra certificada
analizada, se llegd a los datos de concentracién de cada glucdsido de interés englobados
en la Tabla 21 que a su vez origind la Figura 48, ambos denotaron el hecho de que la
tendencia, al menos para el rebaudiésido A, corresponde a una proporcién inversa de la
agitacion con respecto a la concentracién a excepcién del punto medio en el que se tuvo
una disminucion muy drastica, mientras que para el esteviésido no se mantiene una
tendencia ya que varia de manera oscilante de un nivel de agitacién a otro teniendo una
mejor concentracién. Por su parte al comparar los resultados obtenidos de los diferentes
niveles de agitacién estudiados con el reportado por la muestra certificada, se denota
mediante la Figura 48 que para el estevidsido el maximo obtenido es aproximadamente
un 8.56% del contenido del mismo componente de la muestra certificada y en el caso del

rebaudiosido A logra alcanzar desde un 47.39 hasta un 63.93% la concentracidn de la
muestra certificada.

Hasta ahora los mejores resultados se obtuvieron bajo la condicion de agitacion alcanzada
a nivel 10, pero aun falta la evaluacién de la cantidad de polvo resultante de dichas
extracciones la cual se efectué mediante el analisis de la Tabla 22, en donde se reportan

los gramos obtenidos de polvo total de extraccion por cada gramo de hoja empleado.
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Esteviésido
Rebaudidsido A

Tabla 21 Concentracidn de estevidsido y
rebaudidsido A en la muestra certificada y en las

muestras de cada nivel de agitacion
S

Concentracion dentrode la muestra %0 :§

8

Dato Nivel de agitacion c:‘rr!tjr';itarz.a j: g
2 4 6 8 10 % S

Estevidsido 364 452 381 436 436 5275 M cen'\ﬁcad'i\o
RebaudiosidoA 2382 2557 2000 2622 2698 4220
2N
Figura 48 Concentracion obtenida de cada nivel
de agitacion
Estevidsido
Tabla 22 Cantidad de producto obtenido de :lszm“:‘e":;:i’:
acuerdo a la agitacién en que se llevé a cabo la 045 T i T

extraccion 0407 ]

0.354 4

Masa (g) 0.30 1

Dato 2N AN 6N 8N 10N el i
e 3 020 ]
P;‘i‘;g:?;s' 03974 04256 03379 04229 04054 S sl ]
Estevidsido ~ 0.0144 00192 00144 00184 0.0176 o107 u u u ]
RebaudiosidoA 0.0946 0.1088 0.0758 0.1108 0.1093 z:zzA : : ‘ : ‘ : . |

2N 4N 6N 8N 10N

Muestra (nivel de agitacion)

NOTA: Las cantidades son referidas a un gramo de hojas de Stevia ya la
concentracion correspondiente

Figura 49 Cantidad de masa obtenida de polvo
en cada nivel de agitacion

Con los resultados de la tabla anterior, que a su vez son los mismos presentados en la
Figura 49 cambid el panorama, ya que la extracciéon que presenta una mayor produccién
de polvo es la que se obtuvo manteniendo una agitacion nivel 4, seguida de la efectuada
con nivel 8 y pasando a tercer término la de nivel 10; sin embargo, al ver la produccién
real de cada glucdsido de interés con respecto a la concentracion, que son los valores
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mostrados en la tabla, cambié nuevamente la situacion debido a que presenté mayor
produccién de los glucésidos de interés el polvo resultante de una agitacion nivel 8,

seguido del nivel 10 y en tercer lugar el nivel 4.

Evaluando las tres situaciones y tomando en cuenta el hecho de que es mds productivo
efectuar la extraccidn a un nivel 8 de agitacion, queda descartado por completo la opcién
de agitacion nivel 10, ademas de que ésta ultima opcidén presentd problemas al efectuarse
la filtracion para obtener el liquido libre de sdélidos debido a la fragmentacién de las hojas
ocasionada por fuerte intensidad de la misma, lo cual implicé la implementacién de un

filtro adicional.

Dicho lo anterior, solo quedaron dos opciones, el polvo resultado de la agitacién nivel 4 y
el de nivel 8, de donde aunque arrojé mejores resultados el segundo, cabe resaltar que la
diferencia porcentual entre la cantidad de polvo total obtenida entre ellos es de tan solo
un 0.64%, mientras que la diferencia porcentual existente entre las cantidades reales de
esteviosido y rebaudiésido A dentro de las muestras es de un 4.26% y un 1.82%
respectivamente, lo cual implica a gran escala una pérdida considerable pero si se toma en
consideracién la cantidad de energia necesaria para mantener dicha agitacion y el costo
que ésta generaria, se perfild6 como mejor opcidn la extracciéon efectuada con una

agitacion nivel 4 que es el resultado que se presenta como final.

I11.2.10 Prueba optimizada de extraccion

Tomando los mejores resultados de cada prueba, se dio a la tarea de realizar una nueva
corrida con esos parametros (relaciéon 1/27, duracion de 1 hora, temperatura de 35°C y
una agitacion de nivel 4), con la finalidad de evaluar la eficacia de ellos en conjunto para la
extraccién obteniendo como resultante el siguiente cromatograma (Figura 50) y cuyos

resultados numéricos se muestran en la Tabla 23.

El cromatograma presenta ambos picos de interés bien definidos, asi como una
disminucion de la altura de los picos representantes de las impurezas, esto Ultimo en

relacidon con los mostrados en apartados anteriores. Los datos numéricos de la Tabla 23
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corroboraron la definicion de los picos de los glucdsidos de interés (Figura 51) de la misma
forma en que se pudo apreciar la buena concentraciéon de éstos con la que contd la
muestra final (ver Figura 52). Al comparar los resultados de esta corrida con los de la
muestra certificada analizada se nota el alcance de un 62.77% del porcentaje presente en
ella, o visto de otra manera, la muestra final cuenta con mas de un 26% de rebaudidsido A
que sumado con el 3.59% del estevidsido, se concluye que la muestra al menos contiene

una concentracion del 30% en glucésidos.

mau weLzuRm

mn|

Figura 50 Cromatograma de estevidsido y rebaudidsido A en la muestra final

Por su parte, tomando en cuenta que el total de polvo resultante de la prueba fue de
0.4626 gramos se concluyé que el total de estevidsido y rebaudiésido A obtenido fue de
0.0166 y 0.1225 gramos respectivamente, cifras a las que se llegaron mediante los
calculos hechos bajo el mismo procedimiento que en apartados anteriores y que
simbolizan el 1.6 y 12.25% de estevidsido y rebaudiésido A respectivamente en base al

peso seco de la hoja.
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Tabla 23 Resultados y concentracion de estevidsido y rebaudiésido A en la muestra final

Area de picoen Concentracion dentro
Dato

la muestra final de la muestrafinal
Estevidsido 0.65 359
Rebaudidsido A 4.86 26.49
Estevidsido Estevidsido
Rebaudidsido A Rebaudidsido A
=
£ —
z g
£ S
o 3
Q s
o o
3 g
g 3
<L
Figura 51 Area de pico de los glucésidos en la Figura 52 Concentracion de los glucésidos en la

prueba final de extraccion prueba final de extraccién

Ahora bien, con el fin de determinar la mejor extraccién se llevd a cabo una comparativa
entre los mejores resultados obtenidos individualmente para cada parametro y los de la
prueba final de extraccion de forma tal, que se pudiera apreciar las diferencias existentes
entre ellas y asi tomar una decisiéon sobre cudl es la mejor opcidén para llevar a cabo la
extraccién a nivel macro. Por lo anterior se recopilaron, los datos citados, en la Tabla 24
de donde se desglosan las dos siguientes figuras (53 y 54) para exponer mejor los
resultados y de esa forma distinguir que, no obstante en términos de concentraciéon
resulta mejor la prueba realizada para el tiempo de una hora, al presentar un 28.56%
(nivel mas alto, ver Figura 53), la prueba final tiene una mayor produccion de rebaudidsido
A (Figura 54) aunque con un 26.49% de concentracién que, estrictamente en términos
numeéricos, refleja una diferencia porcentual de aproximadamente un 7.5% con respecto a
la otra mientras que, para las cantidades masicas logradas entre las mismas pruebas la

diferencia porcentual asciende aproximadamente a 3.65% equivalente casi a la mitad del

porcentaje anterior.
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Tabla 24 Recopilacién datos de concentracién y masa de la prueba optimizada

Compendio de los mejores resultados
” Muestra
Dato Concentracion Masa certificada
Relacién T Tiempo Agitacion Prueba = Relacion T Tiempo Agitacion  Prueba
1/27 35°C 1 hora 4N final 1/27 35°C 1 hora 4N final
Esteviosido 4.26 452 4.41 452 3.59 0.0144 0.0198 0.0182 0.0192 0.0166 52.75
Rebaudiosido A 22.57 26.27 2856 25.57 26.49 0.0763 0.1153 0.1181 0.1088 0.1225 42.20
Estevidsido Estevidsido
Rebaudidsido A Rebaudiésido A
30
— 010 =
2: X X
° oz %0 g
20 fg 0.0y S
s £ 00 B
- %
10 § 004 g
0.05
prueba final 0.00
tacion (4N)
Agitacion ( Y an)

prueba final
jtacion (4N)
Ag L (ah) :
T(35°C
44 Rel 1/27

e, s,

Figura 53 Concentracion de estevidsido y
rebaudidsido A en las mejores corridas de cada
parametro vs prueba final

T(35°C)
44‘/03 Rel 1/27
ry

Figura 54 Masa obtenida de estevidsido y
rebaudidsido A en las mejores corridas de cada
parametro vs prueba final

Por lo anterior, se considera a la prueba final de extraccién como la mejor opciodn, al ser

ademas de la que ofrece los mejores resultados (cantidad de producto), la que requiere

una menor temperatura y menor nivel de agitacion, lo que repercute en ahorro de energia

alcanzando asi su objetivo al ahorrar tiempo, energia y por ende costos.

I11.2.11 Efectividad de la floculacion

La finalidad de la floculacidon fue lograr una clarificacién del liquido resultante de la

extraccion. Se llevo a cabo por medio de la adicién de los floculantes (sulfato de aluminio y

carbonato de calcio) para la remocién de las sustancias coloidales presentes mediante su

aglutinacién, decantacién y posterior filtracion.
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El resultado obtenido de la floculacién a primera instancia es mostrado en la Figura 55, en
donde claramente se ve una pérdida de coloracién, la cual es referida Unicamente al
efecto de la floculacion ya que la ilustracién muestra a la solucién tal y como resulta de

ella, sin permitir que se sedimente y por lo tanto sin haber sido filtrada.

Figura 55 Extracto de Stevia antes y después de la floculacién

Para el analisis de su efectividad fueron tomadas muestras tanto de la solucién de
extraccion como de la resultante de la floculacion para someterlas al andlisis de

cromatografia de liquidos y de esa manera determinarla.

Las muestras a leer en el cromatdgrafo de liquidos fueron, en el caso de extraccién, una
muestra recién elaborada de extracto ya filtrada y, en cuanto a las muestras de después
de la floculacién se tomaron en dos tiempos, una en seguida del término de la misma vy la
otra tomada al dia siguiente de efectuada para ver la influencia que ejercié el tiempo en

ella y percibir si asi se logra obtener una mayor efectividad.

Del analisis hecho por HPLC se derivaron los cromatogramas presentados en la Figura 56
en donde el inciso a corresponde al andlisis del extracto de los glucdsidos ya filtrados
(solucion a aclarar), mientras que los dos siguientes incisos corresponden a la misma
solucion pero ya floculada, una muestra tomada exactamente terminada la agitacion
correspondiente a la floculacion (inciso b) y la otra después de 18 hs de haberse dado por

terminada (inciso c).
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a) Extracto filtrado b) Recién floculada

c) 18 hrs después de la floculacion
Figura 56 Cromatogramas de efectividad de la floculacién en dos distintos tiempos

NOTA: Los cromatogramas presentan la escala de tiempo de cero hasta el minuto 10. Por su parte, el eje de

las unidades de absorbancia, en mUA, es: a) de-10a 90, b) de-6 a50y c) de -10 a 70.

Estevidsido
Rebaudiésido A
5
Tabla 25 Area de esteviosido y rebaudidsido A 5 §
antes y después de la floculacion [ 4 E
P’
3 L
i " 18 horas a
Floculacicn Sin Recién después de o
terminada terminada 2 -fc;
g
Dato Area de pico 1 <
(mUA*min)
0
Esteviosido 0.75 0.80 0.75 18 hrs después
recién
Rebaudicsido A 4.57 4.59 4.80 M,
Uest,-a

Figura 57 Comparacion entre las areas de los
glucosidos de interés de una muestra con y sin
floculacion
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Por su parte, los datos numéricos aproximados correspondientes al area tanto del
esteviosido como del rebaudidsido A arrojados por el software para cada uno de los
cromatogramas de la figura anterior se presentan en la Tabla 25 y que con el fin de hacer

mas facil su comparativa se ilustran en la Figura 57.

El efecto de la floculacidon en el estevidsido denota, en un inicio, un incremento en el area
relacionada con la separacidn de este glucésido de los demds elementos que conforman la
muestra pero trascurrido el tiempo (las 18 horas) vuelve a caer en el mismo rango inicial.
Por su parte, al analizar el comportamiento del rebaudidsido A, se percibe el caso
contrario al lograr una mejor separacion del glucésido de interés mientras mas tiempo se
deja reposar, es decir sedimentar. Sin embargo, al hacer un analisis del porcentaje de
diferencia existente entre las areas logradas por el efecto del tiempo una vez terminada la
floculacidn, se obtiene un 4.47% de diferencia para el rebaudidsido A, lo que comparado
al 6.45% de discrepancia existente entre el estevidsido resulta que, el tiempo de espera,
no refleja un gran aporte por lo que resulta mejor efectuar la filtracidon en cuanto termina
el tiempo de la floculacion ya que de lo contrario, se tendria almacenado el liquido por

bastante tiempo resultando un tanto contraproducente.

Estevidsido
Rebaudidsido A

Tabla 26 Concentracion de glucésidos debido a
la floculacién

50 &
o
40 2
Floculacidn si Recién d18 hqra;‘ Muestra @
n terminada  CCoPUSSCE o tificada 30 €
terminada g
20 §
Dato Concentracidn (%) S
10
Estevidsido 414 44 414 5275 0
o M Certificada
Rebaudiosido A 24.79 2490 26.04 4220 18 hrs despues e

sin

MUeS trg

Figura 58 Porcentaje de concentraciéon de los
glucdsidos en la muestra debido a la floculaciéon
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Ahora bien, del andlisis de las mismas muestras pero en términos de porcentaje de
concentraciéon se obtuvieron los valores numéricos aproximados que contiene la Tabla 26

y que originan el grafico de la Figura 58, ambos mostrados a continuacion.

Evidentemente, el porcentaje de diferencia existente entre los valores sigue siendo
aproximadamente el mismo y por lo tanto la tendencia es la misma, la diferencia radica en
la concentracién que se quiera lograr al final, aun asi como la diferencia en el porcentaje
de concentracién del rebaudiésido A es de aproximadamente un 1.14% sigue siendo

contraproducente el almacenamiento de 18 horas para la sedimentacion.

Haciendo la comparativa de la concentracién ganada con la floculacion sin el tiempo de 18
horas que se lleva la sedimentacion, se observo el alcance de aproximadamente el 59% de
la concentracion de rebaudidsido A que tiene la muestra certificada y tan sélo un 8.36%
de estevidsido de esa misma muestra por lo que todavia estd muy por debajo de ella pero

ya presenta una buena intensidad de sabor.

Ya para finalizar este apartado, retomando los cromatogramas de la Figura 56 se logra
apreciar, aunque muy poco, la accion que ejerce la floculacién en la disminucién de las
hasta ahora llamadas impurezas al presentar un ligero descenso en las miliunidades de
absorbancia detectadas, ya que con el paso de la accion del tiempo se reduce su altura

hasta en aproximadamente 5mUA (18 hrs después de la floculacién).

Mencién aparte requiere el pico dentro de las impurezas que sobresale (minuto 3.5
aproximadamente) al reflejar una mayor disminucién de altura en el cromatograma
presentado en el inciso b que cuando se deja transcurrir el tiempo, ya que con la
sedimentacion retoma aproximadamente la mitad de la altura perdida inicialmente. En
este ultimo caso, habria que realizar otro estudio ya que la localizacion de dicho pico cae
dentro del rango tiempo de retencion que presenta el rebaudidsido D, otro de los

glucdsidos existentes en la planta de Stevia rebaudiana Bertoni.

Concluyendo, la floculacién tiene un buen efecto en lo que a pérdida de coloracion a

simple vista refiere, pero a la hora de analizar el efecto que ejerce para la remocién de las
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impurezas, al parecer no es tan efectivo, esto ultimo dependera de si el pico mas elevado
es o no la presencia del otro glucésido ya que de no serlo entonces si se podria definir su
efectividad lograda al disminuir su intensidad al nivel de los demas. La caracterizacién de
dicho pico no se llevd a cabo debido a la falta del estandar o en su defecto una muestra

certificada.

I11.2.12 Seguimiento de la corrida completa de obtencion del

edulcorante (prueba optimizada con semi purificacion)

En esta seccién se hizo el seguimiento completo del proceso de obtencién del edulcorante
a nivel laboratorio desde el momento del pesaje de la hoja seca hasta la filtraciéon hecha
después de la floculacién tal y como lo muestra en el diagrama de flujo que comprende la
Figura 59 con la finalidad de ver las aportaciones de cada una de las etapas al proceso de
concentraciéon y/o cantidad de masa obtenida. El proceso de extraccion se hizo bajo las
condiciones en que se realizd la prueba final debido a que fue la prueba que obtuvo los

mejores resultados.

El paso uno es el pesaje de la hoja seca, aunque hasta ahora se ha manejado un gramo de
hoja seca, debido a que se toman varias muestras a lo largo del proceso, se opta por

iniciar la corrida con 5 gramos de hoja seca.

Una vez pesada la cantidad de hoja seca se le agregan (paso dos) los respectivos 135mL de

agua, esto debido a la relacion 1/27 (w/w) sélido/liquido.

Ya agregada el agua, se sumerge el vaso con la muestra en el bafio maria y se da comienzo
a la etapa de la extraccion de los glucésidos, paso tres, bajo las condiciones ya

establecidas (prueba final) hasta culminar el tiempo de extraccion (1 hora).

Transcurrida la hora se saca el vaso que contiene al extracto del bafio maria y se toma lo
gue es la primer muestra (M1PF), que comprende 10 mL del extracto obtenido y que se

vierte en otro vaso para su pesaje y secado con la finalidad de llevar el control sobre los
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resultados obtenidos. El resto del liquido que conforma al extracto se deja enfriar a
temperatura ambiente para su posterior almacenamiento en refrigeracion
(completamente cerrado y cubierto por papel aluminio para que no exista ningun tipo de

contaminacién y/o degradacion ocasionada por la luz).

Adicion de etanol

Filtracion

©
™

Figura 59 Diagrama de flujo del proceso completo de obtencién a nivel laboratorio del edulcorante a base
de Stevia

Al dia siguiente, se saca del refrigerador el extracto almacenado y se procede a la toma de

la segunda muestra (M2PF), la cual se verte en un segundo vaso. Al igual que se hizo con la

1.Q. Lizbeth Martinez Bucio Pagina 91



M1PF se pesa y seca para la obtencion del polvo. El liquido restante se somete a filtracion
bajo la accion de vacio (paso cuatro) al pasarlo por un filtro de papel con el tamafo de
poro de 8 a 12um, una vez filtrado se sustraen diez mililitros que conforman la muestra
tres (M3PF) y el liquido restante se filtra por segunda ocasion bajo las mismas condiciones
pero con el filtro cuyo tamafio de poro fue 0.2um donde se retiran nuevamente diez
mililitros conformandose asi la muestra cuatro (M4PF). Ambas muestras, M3PF y M4PF

fueron vertidas en vasos limpios, pesadas y sometidas a su respectivo secado.

La muestra cinco (M5PF) resulta de la toma de diez mililitros de la solucidn resultante de
la floculacién (paso cinco) efectuada al extracto una vez pasado por ambos filtros, dicha
muestra tomada inmediatamente después de terminado el proceso de agitacion de la
floculacién. La solucion restante se refrigera para de esa manera permitir la

sedimentacion ademas de impedir la degradacién de la muestra.

Transcurridas 18 horas de refrigeracidén, se sustraen otros diez mililitros (M6PF) y el
liquido restante se pasa por el proceso de filtracién (paso seis). El primer filtro
nuevamente es el que tiene el tamafo de poro de 8-12um, bajo condiciones de vacio, de
donde, una vez terminada dicha filtracidn resultan los diez mililitros de la M7PF para dar
paso inmediatamente después a la segunda filtraciéon del liquido restante, filtro con
tamafio de poro de 0.2um, y asi originar la ultima muestra (M8PF) sustrayendo los

respectivos diez mililitros.

Todas las muestras fueron pesadas y sometidas a secado. Una vez secas, se trituraron
hasta obtener el polvo respectivo, logrado esto se hizo la preparacién y lectura de las
muestras en el cromatdgrafo de liquidos, todo lo anterior bajo las condiciones descritas en

la metodologia respectiva a cada paso.

Del andlisis hecho en el HPLC a cada muestra se obtuvieron los cromatogramas
presentados en la Figura 60 de manera consecutiva y ordenada de acuerdo al orden de

toma de muestras al momento de la realizacion de la corrida.
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a) MI1PF

b) M2PF

c) M3PF

d) M4PF

e) MSPF

f) M6PF

g) M7PF

Figura 60 Cromatogramas del proceso completo hecho en el laboratorio para la obtencion del edulcorante

NOTA: Los cromatogramas presentan la escala de tiempo de cero hasta el minuto 10. Por su parte, el eje de

las unidades de absorbancia, en mUA, es: a) de -20 a 140, b) de -10 a 100, c) de -10 a 90, d) de-10 a 70, e) de

h) M8PF

de Stevia

-10a 70, f)de-5a 50, g) de -5 a 45 y el inciso h) de -5 a 50.
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Aunque a simple vista no se perciben grandes cambios de un cromatograma a otro, fue
necesario prestar especial atencién a los rangos de amplitud que establece cada imagen,
ya que al tener en claro las miliunidades de amplitud que cada una de ellas presenta, es
como se puede definir si cada paso dado en el proceso de obtenciéon del edulcorante
influye de manera favorable o desfavorable al mismo. Basado en ello y a manera de
ejemplo, se puede establecer el hecho de que en el caso de la transicidn del inciso a al b
cuyas amplitudes son de 140 y 100 mUA respectivamente y que refieren a la extraccion, la
primera inmediatamente terminada y la segunda a horas después de hecha, es decir, bajo
un tratamiento de maceracién, para el andlisis de los glucdsidos de interés se logrd
observar que no existe una gran diferencia (aproximadamente 5 mUA); sin embargo, si se
enfoca desde el punto de vista de la extraccidn de otras sustancias que no son de interés,
influye de manera perjudicial al presentar una mayor intensidad de amplitud de los picos
que reflejan las llamadas impurezas de la muestra, siendo el pico mas notorio el
presentado en el minuto 3.5 aproximadamente, en donde, para el inciso b se intensifica
de manera muy notoria. La misma tendencia, aunque de manera no muy clara, se refleja
en los picos presentes entre el minuto 2 y 3 del tiempo de retencidn al intensificarse la

altura de dichos picos con el paso del tiempo (paso del inciso a al b).

Para determinar de manera mas clara los cambios sufridos por los dos glucdsidos de
estudio se presentan a manera de tabla, los nimeros aproximados correspondientes a las
areas de cada uno de ellos en las diferentes etapas presentadas en este apartado (ver
Tabla 26). Al igual que con los cromatogramas, la aparicién de los nimeros referentes a las
areas de los glucdsidos corresponden al orden en que fueron tomadas las muestras para

facilitar asi la observacién de los cambios sufridos en el paso de una etapa a otra.

Con la finalidad de visualizar de manera mas clara los altibajos en las dreas de cada
glucdsido generados entre cada etapa a lo largo del proceso de obtencidon del edulcorante
se graficaron los datos de la Tabla 27, generando la Figura 61 en donde se distingue mejor,
a pesar de las fluctuaciones, el alcance de la finalidad del proceso al ser la muestra final

(M8PF) el punto mas alto obtenido para el principal glucdsido de interés (rebaudidsido A).
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Tabla 27 Area aproximada de los picos correspondientes a lose glucésidos en cada etapa del proceso de
obtencién del edulcorante a base de Stevia

Muestra M1PF M2PF M3PF M4PF MSPF M6PF M7PF  MSPF
Area de pico
Dato (mUA*min)
Estevidsido 0.65 0.66 0.64 0.65 0.55 0.68 0.75 0.70

Rebaudiosido A 456 4.88 459 4.86 494 4.91 4.75 5.06

[ |Rebaudidsido A

Estevidsido

de pico (mUA*min)

Area

7

Muestra

Figura 61 Area aproximada de esteviésido y rebaudiésido A en cada etapa del proceso de obtencion del
edulcorante a base de Stevia

Haciendo el analisis de los altibajos presentes en el seguimiento del rebaudidsido A a lo
largo de todo el proceso tenemos que, se obtiene una buena extraccion (M1PF) pero al
dejar macerar la muestra se obtiene un mejor resultado, lamentablemente con ello
también se arrastran otras sustancias que al momento de filtrar el extracto por el papel
filtro de 8-12um pasan mas de esas sustancias que las que se retienen en él reflejandose
un decremento del area del glucdsido (M3PF), al pasar por el segundo filtro se retienen

algunas de las impurezas por lo que el area del pico se incrementa (M4PF). El objetivo de
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la floculacién se alcanzé al manifestarse un nuevo aumento del drea de pico, M5PF y
MG6PF, pero como puede observarse se consigue una mejor area cuando se tomoé la
muestra inmediatamente después de terminado el proceso de floculacion (M5PF) que
cuando se dejé decantar la muestra (M6PF) por lo que para el futuro procesamiento de la
obtencidn del edulcorante se efectuard la filtracién inmediatamente después de finalizado
el tiempo del proceso de floculacidn. Asi mismo, se visualiza que al momento de efectuar
la primer filtracidon post-floculacion (M7PF) se vuelve a presentar una caida en el area de
los glucdsidos pero que, con la segunda filtracion se supera lo ocurrido mejorando el

resultado obteniendo asi, la mejor drea de todo el proceso (M8PF).

Una situacioén similar presenta el estevidsido, el cual sufre también de oscilaciones en su
area a lo largo del proceso. La principal diferencia entre el comportamiento de éste
glucdsido con el anterior radica en el hecho de que, éste alcanza la mejor drea antes de
efectuarse la segunda filtracién post-floculacién (M7PF) en vez de hacerlo en el punto
final; sin embargo, como es el glucdsido que aporta el regaliz al producto final y en
realidad la diferencia que existidé entre los dos ultimos puntos del proceso no fue muy
grande (aproximadamente un 6.9%), no resulta perjudicial al producto final por el
contrario, la disminucién de su area beneficia al momento de la degustacion quedando

sobreentendido el hecho de que el punto final del proceso es el mejor.

Pero como la presentacién y andlisis de los datos numéricos aproximados obtenidos por el
software de las areas de los picos no genera un buen entendimiento de los logros
obtenidos en cada etapa, se transformaron dichos datos, mediante el mismo
procedimiento que en los apartados anteriores, a términos de porcentajes de
concentracion para asi poder compararlos entre ellos y por supuesto con la muestra
certificada analizada, logrando asi los datos de |la Tabla 28 y que para mejor perspectiva se
muestra la Figura 62 observdndose la atribucién de cada etapa a la concentracién del

producto final.
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Tabla 28 Porcentaje de concentracion de cada etapa del proceso de obtencion del edulcorante a base de
Stevia vs muestra certificada

Muestra  MipF M2PF M3PF M4PF MSPF M6PF M7PF MspF Muestra
Certificada

Dato Concentracion (%)
Estevidsido 359 364 353 359 303 375 414 386 52.75

RebaudiosidoA 2486 2660 2502 2649 2693 2677/ 2589 2758 4220

[ ]Rebaudiésido A
Estevidsido

Concentracién (%)

N
s M6 2051804 C,
1y ’17@ A”?,o S R (>
”41'(%9,0‘\ RN /e%:9

N\uestra

Figura 62 Porcentaje de concentracion de los glucésidos en cada etapa del proceso de obtencion del
edulcorante a base de Stevia vs la muestra certificada

Mediante el grafico y tabla anteriores puede percatarse que el porcentaje de
concentracion obtenido mediante el proceso a nivel laboratorio inicia aproximadamente
para el rebaudiésido A en un 24.86%, momento de la extraccién (M1PF), pasando por una
serie de oscilaciones que van desde alrededor del 25 hasta el 26.97% hasta lograr una
concentracion final de aproximadamente el 27.58% (M8PF). Lo anterior implica que tan
sélo al realizar la extraccidn, para este glucdsido en particular se obtiene cerca del 59.28%
de la concentracién de la muestra certificada y que al término del proceso de obtencién

ha ganado un 6% mas, es decir alcanza el 65.35% de lo reportado por la muestra
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certificada. Por su parte, el estevidsido, siguid presentando un nivel muy bajo de
concentracion lo cual es de esperarse dada la composiciéon que tiene la hoja de Stevia
rebaudiana Bertoni en estudio, para este caso los porcentajes de concentracién van desde
el 3% pasando por una serie de fluctuaciones en el rango del 3.59 a 3.75% hasta lograr un
maximo en la muestra M7PF con un 4.14% pero obteniendo un porcentaje de
concentracion final de 3.86%, esto debido a que el producto final presenta una mayor

concentracion del otro glucésido en esta ultima etapa y dado que es el que proporciona el

mayor dulzor al producto como ya se habia mencionado.

Tabla 29 Masa obtenida de glucésido en cada etapa tomando como base 1 gramo de hoja seca de Stevia
rebaudiana Bertoni

Muesira MiPF M2PF M3PF M4PF MSPF  M6PF  M7PF  MSPF
Dato Masa obtenida (g)
Estevidsido 00170 00164 00179 00214 00179 00230 0.0268 00274

RebaudiosidoA 0.1182 0.1198 01270 01582 01595 0.1644 0.1677 0.1959

[ |Rebaudiésido A
Estevidsido
0.20
C:
g 0.15
c
(0]
2010
2 0.
[
(%]
S 0.05
0.00

1,
Hys Moo 600
VIRINCONINGS
o s e

Muestra

Figura 63 Masa obtenida de glucésido en cada etapa tomando como base 1 gramo de hoja seca de Stevia
rebaudiana Bertoni

1.Q. Lizbeth Martinez Bucio Pagina 98



Una vez conocidas las diferencias de concentraciones obtenidas en cada etapa del proceso
se procede a determinar la cantidad aproximada de polvo obtenida bajo esos parametros
en caso de detener el proceso en cualquiera de las etapas intermedias que se desee
generandose asi los nUmeros mostrados en la Tabla 29 que a su vez conformé el gréfico
de la Figura 63 observdndose como a cada paso dado en el proceso se va incrementando
la cantidad de masa obtenida. Los dos puntos mds notorios del incremento de masa
obtenida son los presentados por el rebaudidsido A en el liquido resultante de la segunda
filtracién tanto antes como después de la floculacidn, este hecho se puede atribuir a la
retencidén de impurezas en el filtro empleado, que para ambos casos es del mismo tamario
de poro. Por su parte, el estevidésido presenta una tendencia muy similar, la diferencia
radica al igual que en el caso de las concentraciones, en que el maximo nivel encontrado
se presentd en la etapa previa a la finalizacién del proceso pero tal y como ya se menciond
resulta mds favorable para el producto la disminucién de su contribucion al producto final

al restarle parte del regaliz que proporciona.

En conclusion, al adicionar las etapas de floculacidn y filtracion al proceso de extraccidn se
logra incrementar tanto la cantidad masica de producto como la concentracion del

extracto.

I11.2.13 Proceso de la empresa vs corrida completa optimizada

Con el fin dejar en claro las ventajas del proceso seguido en el laboratorio sobre el
proceso seguido en la Empresa se presenta de manera breve una comparativa entre
ambos procesos, el cual es presentado por etapas a continuacién:

Extraccion.

Tanto las diferencias como las semejanzas que presentan entre ambos procesos son
mostrados en la Figura 64 de donde se destaca la superioridad del proceso elaborado en
el laboratorio al presentar un ahorro de tiempo, energia y por ende los costos que ellos
generan ademas del costo evitado al no requerir de alcohol.
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Proceso de la Proceso prueba

Empresa optimizada

*  Hoja entera *  Hoja entera

*  Relacién sélido/liq . Relacion solido/liq
2/30/V) T e : 1/27 (w/w)

e T=45°C ‘_ « T=35°C

e t=4h " e e t=1h

*  Sin agitacién *  Agitacion 4N

Figura 64 Extraccion de la Empresa vs Prueba optimizada

Aunado a lo anterior, el proceso de la prueba optimizada tiene la ventaja de que, al no
emplear alcohol para la extraccion, el producto saliente del difusor puede ser consumido
tal cual, es decir, puede comercializarse como infusién.

Filtracion.
Proceso de la Proceso prueba
Empresa optimizada

*  Tiltro de arena
A *  Filtro 2 0.45 gm
*  Tren de housing

20,10,5y1 gmm) YOO} +  Filro 2020 pm

*  Tiltro de carbon
activado

Figura 65 Filtracion de la Empresa vs prueba optimizada
La etapa de filtracién encuentra su diferencia principal en el nimero de filtros empleados

para la retencion de particulas suspendidas que son arrastradas por el liquido que
contiene a los glucdsidos, ya que mientras el proceso de la empresa requiere de tres tipos
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de filtros, la prueba optimizada solo emplea dos con un tamafio de poro menor a los
empleados en el tren de housing de forma tal que reducird pasos en esta seccién (ver
Figura 65).

Ademas, al realizar a nivel laboratorio la filtracion mediante el carbén activado, éste le
afiade a la infusidn color que tuvo que ser removido después.

Floculacion.

Al referirnos a la etapa de floculacion se tiene basicamente el mismo principio, tal y como
puede verse en la Figura 66; sin embargo, se logra un gran avance al no tener que dejar
gue decantar la solucidn por el periodo de tiempo que establece el proceso de la Empresa
lo que le da ademads un plus al poder establecer un proceso mas dindmico.

Proceso de la Proceso prueba

Empresa optimizada

. 1 g/L de CaOH . 1 g/L de CaOH

. 1 g/L de Al,(SOy); o . 1 g/L de ALL,(SO,);
+AGITACION | +AGITACION
X 15 MIN | L" X 15 MIN

., . Sin Decantacién
. Decantacion = 8 h

Figura 66 Floculacion de la Empresa vs la prueba optimizada

Los pasos seguidos a lo antes comparado son: la remocidn de clorofila, una nueva etapa
de filtracién, concentracion del liquido, almacenamiento y secado del mismo,
correspondientes a la etapa de purificacion y terminado del producto lo cual no se llevod a
cabo en el presente trabajo, motivo por el cual no se realizé dicha comparativa.
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111.2.14 Recuperacion mediante prensado de parte del liquido
perdido por hidratacion de las hojas en el proceso de

extraccion

Debido a que el proceso de extraccidon de los glucdsidos se realizé empleando hojas secas
de Stevia, cuyo contenido de humedad debiera corresponder a un maximo del 10%, parte
del agua empleada en la extraccidn se transfiere a ellas con la finalidad de hidratarlas para
asi poder dar pie a la extraccion de los edulcorantes. Es por ello, que para poder recuperar
parte del liquido empleado en la hidratacion de las hojas secas de Stevia, se recurrid a la
implementaciéon de un prensado manual el cual consistié simplemente en presionar las

hojas lo mas posible para sustraerles el liquido retenido.

1 g Hoja seca

27 g agua

Hoja
hidratada

, g Extracto
* (aprox 22 mL)

Hoia ' ‘ Liquido
J c recuperado
exprimida L~

(aprox 3 mL)

Figura 67 Esquema de la recuperacion de extracto mediante prensado

Lo anterior puede ser resumido mediante la Figura 67, en donde como puede verse la
cantidad de liquido recuperado por el prensado manual, perteneciente al extracto

contenido en las hojas después de efectuada la extraccién, es de aproximadamente 3 mL
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por cada gramo de hoja seca empleada por lo que resulta atractiva la implementacion de
esta etapa en el proceso a nivel industrial, para de esa manera efectuar la recuperacién
del mayor liquido posible contenido en ellas y obtener por ende, una mayor cantidad de

extracto a purificar.

Es necesario precisar el hecho de que por cuestiones de tiempo no fue posible el andlisis
mediante HPLC del liquido resultante del prensado infiriendo que de él resultard una
mayor cantidad de producto final o al menos en caso de no ser asi, se lograra una mayor
cantidad de clorofila contenida en el liquido a purificar siendo este subproducto, en caso

de purificarse, un producto extra a comercializar.

Cabe mencionar que para conocer los datos numéricos presentados anteriormente fue
preciso, antes y después de cada paso mostrado, pesar y determinar el volumen mediante

una probeta del liquido presente en cada etapa.
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Conclusiones
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CONCLUSIONES

De acuerdo con lo observado en el estudio de SEM realizado a las diferentes variedades
de hojas en andlisis, se puede establecer que no existe mucha diferencia entre ellas, por lo
que los pardmetros empleados en la extraccion del rebaudiésido A de una variedad, serdn

utiles para la extraccion del mismo en cualquiera de ellas.

Al efectuarse el analisis mediante HPLC se demostrd que los mejores resultados para cada

parametro en estudio en que se llevd a cabo la extraccidn de los glucésidos fueron:

% Para la relacion sélido-liquido la de 1/27 (w/w)
% Para el tiempo de extraccién el de 1 hora

% En el caso de la temperatura 35°Cy,
H

En lo referido a la agitacion la mejor fue a un nivel 8 de la parrilla empleada.

Pero que al realizar la extraccion del edulcorante empleando todos ellos al mismo tiempo,
el producto resulta aun mejor en cuanto a la cantidad y porcentaje de contenido de

glucdsidos en él.

Por su parte, al someter las muestras a un analisis de FT-IR se llegd a la conclusién de que
es funcional como método répido de cuantificacién Unicamente en muestras derivadas de
esta variedad de planta de Stevia rebaudiana Bertoni, siempre y cuando efectuara una
curva de calibracién de concentracion de rebaudidsido A (glucdsido principal); al tener
otra variedad de planta de Stevia, dicho andlisis no es util ya que el pico de estevidsido y
rebaudidsido A se traslapan y no es posible su identificacién por lo tanto tampoco su
cuantificacién. De igual forma, al efectuar este mismo analisis para la determinacién de la
existencia de una disminucién, parcial o total, del contenido de clorofila en la muestra
final, no resultd efectivo determinando asi que para ello se requerird de otro tipo de

analisis mas exhaustivo.

En lo referente al proceso implementado para la semi-purificacion del extracto
(floculacidn vy filtracién) se concluyd que: en el proceso de filtracion realizado mediante la
implementacién de ambos filtros se obtuvo una reduccién, en una buena proporcién, de

las impurezas contenidas en el producto lo que pone en evidencia su efectividad mientras
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que la etapa de floculacién sirvié Unicamente para eliminacién de la intensidad de color a
reserva de que se compruebe si el pico retenido en el minuto 3.5 pertenece o no al

rebaudidsido C.

Al realizar las pruebas sensoriales se logré deducir que el producto obtenido presenta un
agradable y un tanto penetrante olor a dulce asi como, un muy buen y grato sabor al
consumirlo ademas de que debido a que no presenta una gran cantidad de estevidsido no
denota en gran medida un regaliz muy notorio; sin embargo, sigue presentando un color
obscuro que comparado con el del azlicar no resulta tan atractivo pero que enfatiza su
origen natural de tal forma que se puede comercializar el producto en este estado pero, si
lo que se pretende es competir un poco con el mercado del azucar se requerirda de

estudios posteriores para su purificacion.

De la comparativa de los procesos se derivan a simple vista las mejoras hechas al proceso
al introducir los pardmetros éptimos encontrados mediante la experimentacién al reducir
tanto tiempo de extraccién (de 4 a 1 h), como el de decantacion que maneja la Empresa
asi como una reduccién energética derivada de la disminucién de la temperatura de

operacion del difusor al trabajar en vez de 45 a 35°C.

Finalmente, el resultado obtenido del prensado de las hojas hidratadas resultantes de la
extraccién, aproximadamente 3 mL por cada gramo de hoja seca empleada, demostré lo
atractiva y efectiva que resulta la implementacion de esta etapa en el proceso a nivel
industrial para la recuperacién de la mayor cantidad posible de los glucésidos, o en su
defecto de la clorofila que contiene el extracto, siendo ésta ultima un subproducto del

proceso que bien puede ser comercializado después de su debida purificacion.

Si lo anterior lo agregamos a las recomendaciones establecidas dentro del texto, se prevé
gue en poco tiempo se tendrd en las manos de los consumidores el producto envasado

y/o empacado.
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ANEXO A

INDUSTRIAL
S/ A Maring, February 5, 2013.

Quality Control Certificate

Product: Stevita RebA 40%
Identification: Sweetener extracted from Stevia rebaudiana leaves
Description: White to light yellow powder, odourless or having a slight characteristic odour,

composed of rebaudioside A and others steviol glycosides.

Lot Number: 2.99.104
Manufacturing Date: Jul/2012
Expiry Date: Jul/2014
ITEMS RESULTS umIT
Total content of steviol glycosides 95,20% Not less than 95% (dry basis)
Rebaudioside A 42,20% Not less than 40%
Loss on drying Complies Not more than 6% (105°C, 2 h)
pH Complies Between 4.5 and 7.0 (1:100)
Solubility Complies Freely soluble in water
Total ash Complies Not more than 1%
Microbiological Analysis
Coliforms <3 MPN/g <3MPN/g
Heavy Metal
Arsenic Complies Not more than 1 ppm
Lead Complies Not more than 1 ppm
Residual Solvents
Methanol Complies Not more than 200 ppm
Ethanol Complies Not more than 5000 ppm

"r-'L'f.

Quality Control

STEVIAFARMA INDUSTRIAL SA
Rua Stevia, 300 - Pq. Industrial Bandeirantes Ill
CEP. 87.001-970 - Maringa - Parana -Brasil
Tel: §5 (44) 2101-4335 - Fax; 55 (44) 2101-4343
www.stevita.com.br
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ANEXO B

Cromatogramas de variedad de especie
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Cromatograma muestra MPV
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Cromatogramas de tamafio de particula

Cromatograma polvo (1000 xm)
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Cromatogramas de temperatura

Cromatograma 35°C
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Cromatograma 45°C
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Cromatograma 55°C
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Cromatogramas de tiempo
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Cromatograma 2 h
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Cromatograma 6 h
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Cromatogramas de agitacion

Cromatograma 2N
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Cromatograma 6N
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Cromatogramas de analisis de floculacion

Cromatograma muestra Sin Flocular
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Cromatograma muestra Floculada 18 horas después
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Cromatogramas de la corrida completa

Cromatograma muestra M1PF
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Cromatograma muestra M3PF
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Cromatograma muestra M5SPF
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Cromatograma muestra M7PF
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