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RESUMEN

Se plantea como objetivo de éste trabajo determinar experimentalmente las condiciones de operacion
para lograr una adecuada extraccion de los compuestos endulzantes de la hoja de stevia rebaudiana,
recuperando la mayor cantidad posible de estevidsidos para su posterior purificacion.

La extraccion se lleva a cabo por medio de un solvente acuoso y se analizan las variables de dicha
operacion. La purificacion se realiza en una columna rellena con zeolitas (alumino-silicatos) los cuales
son previamente tratados para modificar su estructura. Finalmente, la solucién obtenida debe someterse
a un proceso de ultrafiltracion.

Las zeolitas una vez utilizadas deben ser regeneradas y resulta necesario considerar la influencia que
esto presenta en la duracion de la etapa, asi como las pérdidas que implica la retencién de sustancias
endulzantes en las mismas.

El andlisis de los resultados obtenidos de la etapa de extraccidon permitié optimizar las condiciones de
este proceso, mientras que en la purificacion se evalla la reducciéon de impurezas alcanzada en la
solucién, lo cual ha permitido mejorar considerablemente el sabor del extracto.

Los ensayos experimentales han servido como base para obtencién de datos reales que han sido
utilizados para adopcion y/o disefio de los equipos requeridos para ambas operaciones, brindando
informacion necesaria para el proyecto final de carrera, que actualmente desarrollan las autoras.

INTRODUCCION

En los ultimos afios ha tenido especial importancia el uso de edulcorantes sintéticos en reemplazo de la
sacarosa, ya sea por problemas de salud o por una tendencia al cuidado del cuerpo en donde se ha
buscado sustituir los productos cotidianos por sus equivalentes bajos en grasa o con menor cantidad
calorias.

Esta tendencia ha ido desplazando el consumo de azlcares caléricos por productos conocidos como
endulzantes no caldricos. Estos tienen un sabor similar al de la sacarosa, pero con bajo nivel energético.
Existen distintas alternativas de edulcorantes, estos pueden ser artificiales o naturales. Dentro de los
compuestos existentes en la naturaleza se encuentran los presentes en una planta nativa de Uruguay
conocida como Stevia Rebaudiana Bertoni. La Stevia contiene en sus hojas una clase de carbohidratos
llamados glucosidos diterpénicos. Se caracterizan por ser entre 200 y 300 veces mas dulces que el
azlcar comun. Estos componentes pueden ser extraidos y usados como endulzantes alternativos,
constituyendo una opcién beneficiosa para las personas diabéticas y para aquellas que deben reducir la
cantidad de azucar en su dieta, (Midmore and Rank, 2002).

La Stevia no aporta cantidades considerables de calorias y tiene efectos beneficiosos en la absorcion de
la grasa y la regulacion de la presion arterial. Contiene carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales.
Posee actividad antibiotica, especialmente contra las bacterias Escherichia Coli y Stafilococos Aureus.

El extracto obtenido de la hoja de Stevia es una solucion de coloracidbn oscura que contiene los
principios endulzantes junto con una serie de particulas que forman parte de su composiciéon, como
taninos y clorofila, que le confieren un color y un aroma no deseado para su uso como edulcorante de
mesa o a nivel industrial, Kinghorn and Soejarto, 1985).

La hoja posee varios compuestos endulzantes tales como: steviosido, rebaudiosidos A, B, C, D, E y
dulcosidos A y B. El contenido de steviosidos varia entre un 5y 10%, el de rebaudiosido A entre 2 y 4%,
el contenido de rebaudiosido C es del 1 al 2% y los demas estan presentes en concentraciones mas
pequefias. En la fig. N° 1 se observa la estructura de estos compuestos junto con los valores
endulzantes de cada uno.

La separacion de los principios activos de la hoja seca se realiza facilmente por medio de una extraccién
con agua o alcohol. Posteriormente debe efectuarse la purificacion de la misma, existiendo varios
métodos aplicables. Entre estos podemos mencionar, combinacion de membranas filtrantes de distintos
tamafios de poros, zeolitas modificadas con distintos iones metalicos, columnas de intercambio iénico,
precipitacion por medio de agentes externos, entre otros. (Soto y Del Val, 2002), (Moraes et all), (Moraes
and Machado, 2000)



COMPOSITES FADICALS

R, R, E, Sweetness
Stevioside Gluc. H Glue. 100-270
Steviolbioside Gluc. H H 10-15
Febaundioside A | Gluc. Gluc. Gluc. 150-320
Rebaundioside B | Gluc. Gluc. H 10-15
Febaudicside ©  |Rham Gluc. Gluc. 40-60
(Dulcoside E)
Rebaundicside O | Gluc. Gluc. Gluc™-Gluc. | 200-250
Rebandicside B |Gluc. H Ghc™-'Ghic | 150-200
Dulcoside A Rham H Gluc. 40-60

Gluc = B-D-Glucopiranosil Bham = a-L-Fhamnopiranosil

Tomado de Moraes and Camargo Fernandes Machado 2001

Fig. 1: Estructura general de los glucésidos

En determinados procesos se quitan previamente las grasas de la hoja para obtener un extracto mas
puro, esto se logra lavando la hoja con solventes, tales como cloroformo o hexano, junto con una
eliminacion preliminar de aceites esenciales, clorofila y otros principios apolares (Kinghorn et all , 1982).
Esto no es recomendable debido a que estos solventes contaminan el producto haciendo que pierda su
condicién de naturalidad.

El extracto debe ser clarificado antes de ser comercializado, de modo que sea totalmente limpido. En
trabajos anteriores se realizd un analisis sobre los distintos métodos de extraccién y purificacion que
existen en la literatura cientifica, definiéndose los procesos mas convenientes a utilizar en el desarrollo
del proyecto final (Macia y Monesterolo, 2008).

En base a esto se determind que la extraccion se realizara mediante la maceracion de la materia prima
con una solucion acuosa. Posteriormente la etapa de purificacion consta de una combinacion de
operaciones, inicialmente la soluciébn pasara por una columna de adsorcion rellena con zeolitas
modificadas y por ultimo serd tratada por ultrafiltracion.

Estos procesos son seguros, no contaminan el producto y se pierde la menor cantidad de endulzantes
alcanzandose una purificacion del 37% en la etapa de adsorcién y luego de la ultrafiltracion un 99.5 %
de pureza. (Lemansky Rezende et all, 2004)

En el presente trabajo se realizaron los estudios experimentales para la obtencion de datos que
permitan encontrar los mejores parametros de operacidn para posteriormente extrapolarlos al proceso
real.

Se desarrollaron las etapas de extraccién y purificacion por medio de la adsorcidon con zeolitas
modificadas, para esto se utilizando zeolitas convencionales tratadas con una solucion de Cl,Ca para
lograr la sustitucion de los iones Na* de las mismas por iones Ca'™".( Moraes and Camargo Fernandes
Machado, 2001). La adsorcion se realizd en una columna de vidrio utilizando las zeolitas como
adsorbente, analizandose las variables a tener en cuenta para la adopcién y/o disefio de equipos a
futuro.

DESARROLLO

Inicialmente se realiz6 el tratamiento de las zeolitas, estas son usadas como adsorbentes para clarificar
el extracto de stevia. Los iones sodio son intercambiados por iones calcio. El intercambio i6nico se
realiza usando siempre cloruro como anién para facilitar su eliminacién.

La relacion en el calculo del balance de masa de sales es: Ca+2/Na+ equivalente/equivalente, se usan
particulas granulares de 1y 4 mm.



Se prepar6 una soluciéon de CacCl, al 20% ("/,), la zeolitas fueron impregnadas y removidas durante un
periodo de 1 hr a una temperatura de 75° C. El ajuste del pH se hizo con una solucién de CIH 6%("/,),
guedando la solucién con un pH comprendido entre valores de 5y 6. Posteriormente se lavaron en tres
etapas, inicialmente se realizé un primer lavado con la misma solucion de partida y luego se realizaron
otros dos con agua destilada. Por ultimo se secaron durante 24 hr a una temperatura de 125° C. Esta
metodologia fue presentada en la literatura cientifica (Silva and Machado, 1994).

Para la obtencién del extracto acuoso se usaron hojas enteras con peddnculos de la planta. El
macerado de las mismas en agua se hizo colocando una proporcién de 1 parte de hojas en 9 partes de
agua. En la bibliografia analizada existe multiples combinaciones de tiempo de macerado y temperatura,
por lo que se hicieron dos ensayos, el primero se llevd a cabo por un periodo de 2 hs con agitacion
continua en un bafio termostatico a 50° C, mientras que el segundo tuvo un periodo de maceracion de 8
hs a temperatura ambiente 20° C y sin agitacion, Esto se observa en la figura N° 2. Posteriormente
ambas muestras fueron filtradas utilizando un papel de filtro por medio de vacio.

Fig. N° 2: Extraccion de los principios endulzantes de la planta

La columna se construy6 a partir de un tubo de vidrio cuyo didmetro interno es de 2,5 cm, la altura de
relleno de zeolitas modificadas fue de 26,5 cm. La masa de zeolitas fue de 95,5 gr. y el didmetro del
pellet varié entre 1 y 3 mm. En la figura N° 3 se puede observar la columna rellena de zeolitas.

Fig. N° 3: Columna de adsorcién



Esta ultima se conecté a una bomba que impulso un caudal de extracto a 6.6 ml/min. El equipo operé
durante 2 horas. Sobre el extracto inicial obtenido de ambas muestras se determino el nivel de turbidez y
el indice de refraccién utilizando un refractometro Arcono (0-90) °Brix y un turbidimetro HANNA LP 2000.
Sobre el producto obtenido luego de la purificacion se realizaron las mismas determinaciones.

ANALISIS DE RESULTADOS

El macerado obtenido tiene igual proporcion en volumen de liquido y sélido esto le confiere una
consistencia a la mezcla que hace dificultosa su agitacion.

El extracto obtenido luego de la filtracion posee un determinado porcentaje de polvo en suspension que
atraveso la malla del filtro utilizado obligando a pasar el producto posteriormente por una centrifuga.

El flujo de extracto alimentado a la columna tuvo una variacién respecto del valor inicial y por un
intervalo de tiempo reducido debido a que la bomba utilizada era de una capacidad muy superior a la
requerido obligando al equipo a trabajar en su condicion minima y dificultando las operaciones de
calibraciéon. Aun asi se observé la clarificacién inicial de extracto. En la figura N° 4 se observan los
resultados obtenidos luego de la clarificacion.

Fig. N° 4: Purificacion del extracto de Stevia

Las determinaciones de turbidez dieron como resultado:

Sobre el extracto obtenido de la maceracion durante 2 horas el valor hallado fue de 492 unidades de
turbidez.

Sobre la muestra de macerado de 8 horas se obtuvo como resultado 350 unidades de turbidez.

También se realizo la determinacion de indice de refraccién de cada una de las muestras obteniéndose
3.8 ° Brix en el extracto de 2 horas y 3.2 ° Brix en el extracto de 8 horas.

En cuanto al producto obtenido luego del proceso de clarificacion el resultado obtenido fue 168 unidades
de turbidez y 2 ° Brix.

A partir de las pruebas organolépticas realizadas se observé que el extracto mantenia su sabor dulce,
con una menor intensidad que el extracto inicial y una disminucién importante del sabor y aroma
herbéceo caracteristico del extracto inicial.

El color observado en el clarificado posee menor tonalidad rojiza y preponderando la coloracion verdosa
la cual debe ser eliminada en una etapa posterior de ultrafiltracién que no se pudo reproducir en este
ensayo experimental.

Una vez terminado el proceso de adsorcién se realizo el lavado de las zeolitas con agua
desmineralizada pudiendo observar una coloracion diferente respecto de la inicial, lo cual permite
relacionarlo con una adsorcion de sustancias colorantes. Estos se observa en la figura N° 5.

Se comprobé la necesidad de realizar nuevas pruebas operando el equipo con distintos regimenes de
flujo, manteniendo estos constantes durante todo el proceso y modificando las condiciones de la
columna.
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Fig. N° 5: Zeolitas antes y después de la adsorcion

CONCLUSIONES
A partir del estudio realizado se puede concluir lo siguiente:

e A partir de los valores obtenidos sobre el indice de turbidez en muestras realizadas a los
extractos de alimentacion se concluye que los mejores resultados se obtiene cuando se realiza
la maceracion a una temperatura de 50 °C, con agitacién y durante cortos periodos de tiempo.

e De acuerdo a los valores hallados en los indices de turbidez del extracto y el clarificado se
concluye que hay una disminucién en los sélidos disueltos, confirmando esto al observar cambio
en la coloracién del absorbente utilizado.

e A partir de las pruebas organolépticas se comprob6é que existe perdida de sustancias
edulcorantes posterior a la clarificacion.

e Esta experiencia permite también tomar conclusiones que seran de importancia para el proyecto
de grado de las autores como es el caso de la seleccion del método a utilizar para agitar el
macerado y el método elegido para separa los sélidos del extracto que asegure la no existencia
de sélidos en suspension.
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