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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion denominado extraccion de esteviosido por
columnas de intercambio i6nico a partir de hojas de estevia “Stevia rebaudiana
Bertoni”, se realizo en los laboratorios de la Universidad Nacional del Altiplano, trabajo
que tuvo por objetivos, determinar el efecto de la temperatura, porcentaje de materia
prima/solvente y tiempo en la concentracion y rendimiento bruto del esteviosido en el
proceso de extraccion, determinar la influencia del pH y el porcentaje de hidroxido de
calcio 6ptimo en el proceso de purificacion del esteviosido sobre el rendimiento del
extracto purificado, y determinar el mejor método de deshidratacion del extracto
purificado de las hojas de estevia. Para lo cual el trabajo se dividi6 en tres fases, en la
primera fase se determino el efecto de la variable materia prima solvente (Mp/Sol.),
temperatura (T°), y tiempo de tratamiento (t), se estudio cada variable en un rango de
(1/10 -1/20) para Mp./Sol., (14° C — 86° C) de temperatura y (15 minutos — 45 minutos)
de tiempo de tratamiento, para la segunda fase se determiné el pH y el porcentaje de
hidréxido de calcio 6ptimo, en el proceso de purificacion del estevidsido sobre el
rendimiento del extracto purificado en un rango de 8 — 12 y un porcentaje de hidroxido
de calcio de 6.5% hasta 13.5% hallando un punto optimo para cada variable, y para la
tercera fase se determind el mejor método de deshidratacion del extracto purificado de
las hojas de estevia, factores que afectan al rendimiento. Para el analisis de estas
variables se utilizd un disefio central compuesto rotable (DCCR), para optimizar las
variables, en cuanto al mejor método de deshidratacion de la solucién, se determino
mediante una comparacion de medias muestrales. Llegando a la conclusion de que la
materia prima solvente si influye en el rendimiento de las extraccion acuosa del
estevidsido siendo el optimo 1/17, la temperatura no ejerce una influencia directa en el
rendimiento de la extraccion del edulcorante pero esta alcanza un optimo a 42°C, en
cuanto al tiempo de tratamiento se determind que esta variable si ejerce una influencia
directa en el rendimiento bruto del extracto alcanzando un optimo en 55 minutos de
tratamiento, para la segunda fase se determind que el pH en la purificacion de
intercambio i6nico si influye y el valor de pH 10.5 es el 6ptimo para el extracto crudo
a purificar por intercambio iénico, al obtener mayor rendimiento y en cuanto al
porcentaje de hidroxido de calcio el optimo es de 10.5% pero este no afecta de manera
significativa al rendimiento mas si en la eficiencia de las columnas de intercambio
ionico. Para la tercera fase de esta investigacidn, se determind que no existia una
diferencia significativa en el método de deshidratacion de las muestras respecto al
rendimiento, pero si en cuanto a la apariencia del producto obteniéndose un polvo crema
con un poder edulcorante de 150 — 170 veces mas dulce que la sacarosa o azlcar
comercial y un rendimiento final de 7.36%.
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I. INTRODUCCION.

Los productos dulces han sido consumidos por el hombre desde el principio de su
historia, la sacarosa o comunmente Ilamada azucar ha sido el edulcorante de mayor
consumo, siendo esta causante de muchos trastornos gravisimos al desarrollo y el
equilibrio del organismo de los individuos tales como desordenes al metabolismo
(obesidad cronica, diabetes y des-calcificacion Gsea), por otra parte en el departamento
de Puno, recientemente se ha estado introduciendo el cultivo de estevia (Stevia
rebaudiana Bertoni), pero no existen antecedentes de que el departamento de Puno se
hayan realizado estudios acerca de la extraccion del esteviosido, que es un edulcorante
natural que en sus estados purificados suele ser hasta 300 veces méas dulce que el azlcar,
y que viene a ser el principio activo de las hojas de estevia, es por ello que nos vemos
en la necesidad de desarrollar un método optimo para la extraccion del estevidsido en
polvo a partir de hojas de estevia (Stevia rebaudiana Bertoni). Por otro lado el
fenémeno social llamado “boom de los productos light” ha hecho que la tendencia a
consumir productos de origen natural, sin contraindicaciones médicas, tenga un notorio
aumento debido a la atencion de los consumidores en el cuidado de su estética y la
salud, actualmente las personas que consumen edulcorantes se encuentran en rangos de
edad muy amplios (15-65 afios) a diferencia de afios pasados, es por ello que el presente
trabajo de investigacion presenta una alternativa natural para la sustitucion de
edulcorantes sintéticos, los cuales tienen numerosos efectos negativos en la salud de los

consumidores.

Asimismo, con este trabajo se presente dar una alternativa para la industrializacion de
las hojas de estevia, otorgarle valor agregado y obtener de este proceso mayor
rentabilidad, ademas es muy buena alternativa frente al cultivo de la hoja coca por la
posibilidad de generar proyectos de extensién agraria con municipios, ONGs, etc como

cultivos intensivos exportables.

Por lo expuesto anteriormente y teniendo en cuenta esta situacion, se considero ejecutar

el presente trabajo, y para ello nos hemos planteado las siguientes objetivos.
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» Determinar el efecto de la temperatura, porcentaje de materia prima solvente y
tiempo en la concentracién y rendimiento bruto del estevidsido en el proceso de

extraccion.

> Determinar la influencia del pH y el porcentaje de hidroxido de calcio 6ptimo,
en el proceso de purificacion del esteviosido sobre el rendimiento del extracto

purificado.

» Determinar el mejor método de deshidratacion del extracto purificado de las

hojas de estevia.
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Il. FUNDAMENTO TEORICO.

2.1 ESTEVIA.

Rojas (1999), sefiala que la estevia es una planta natural de clima tropical el cual
posee un edulcorante natural y saludable, "esteviosido", presente hasta en 10%
extraido de la planta, se caracteriza por su sabor extremadamente dulce, 200 a 300
veces mas que el azucar de cafia, pero no provee calorias. Hay indicaciones de que
este azlcar completamente saludable ha sido usado por las tribus nativas del
Paraguay desde 1887 para endulzar la bebida conocida como "mate"”. Durante
siglos, los guaranies de Paraguay y Brasil usaron el ka'a he'eé como edulcorante
natural. El naturalista suizo Moisés Bertoni fue el primero en describirla
cientificamente en el Alto Parana. Posteriormente, el quimico paraguayo Ovidio
Rebaudi descubrio en 1900 un glucésido en esta especie vegetal, de alli su
nombre: Rebaudiana Bertoni.

Zanon (2000), define a la planta de la siguiente manera, “Stevia Rebaudiana es
un arbusto perenne, que alcanza los 90 cm de altura. Las hojas, lanceoladas o
elipticas y dentadas, son alternas, simples, de color verde oscuro brillante y
superficie rugosa, a veces algo vellosas, de hasta 5 cm de largo por 2 cm de
ancho. Los tallos son pubescentes y rectos, ramificandose solo después del primer
ciclo vegetativo, con tendencia a inclinarse. Las raices son mayormente
superficiales, aungque una seccion engrosada se hunde a mayor profundidad; son
fibrosas, filiformes y perennes, y son la Unica parte de la planta en la que no se
presentan los esteviosidos, las flores se hallan dispuestas en capitulos pequefios,
terminales o axilares y agrupadas en paniculas corimbosas, de l6bulos blancos. El
fruto es un aquenio delgado y plumoso, los rendimientos en estevidsidos y
rabondsidos entre los distintos cultivos son muy pronunciados, alcanzando incluso
proporciones de 5:1, y siendo la Estevia peruana, hoy dia, la de mejor calidad y
la de mayor rentabilidad con hasta 4 cosechas anuales.”

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO im F Universidad

Nacional del
Altiplano

Imagen N° 01. Estevia Rebaudiana
Bertoni

2.1.1 CLASIFICACION.

Zanon (2000), Sefiala la siguiente clasificacion taxondmica:

Cuadro N° 01. Clasificacion taxondmica del la Estevia.

Division. Magnoliophyta

Clase. Magnoliopsida

Sub. Clase. Asteridae

Orden. Asterales

Familia. Asteraceae

Genero. Stevia

Especie. Rebaudiana

Nombre cientificos. Stevia Rebaudiana Bertoni
Hoja dulce de Paraguay, hee de kaa, ca

Nombres comunes. un yupi, Azucacaa, Eira caa, capim
doce, herba doce y estevia.

Fuente: Zanon (2000).
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2.1.2 PROPIEDADES.

Cramer - lkan (1987), indica que las hojas contienen béasicamente
estevidsido y rebaudiosido A, siendo éste ultimo mas dulce y con menor
sabor residual amargo que el esteviosido, pero se encuentra en menor
concentracion; el rebaudidsido E es tan dulce como el esteviosido vy, el

rebaudiosido D es tan dulce como el rebaudiésido A.

Brandle (2001), dice que el propdsito de estos glicosidos en la planta de la
estevia no estd todavia claro, por su alta concentracion en la hoja y la
conservaciéon dentro de la especie indicaria que, en cierto tiempo, su
presencia fue una ventaja significativa; algunos investigadores aseguran
que actuaban para rechazar ciertos insectos y especulan otros que es un

medio para controlar los niveles de acido giberalico.

Brandle (2001), indica que la estevia alcanza una madurez fisiolégica (las
células llegan a su maximo crecimiento) en un periodo vegetativo de 3
meses y empieza a mostrar indicios de madurez organoléptica, donde las

hojas presentan un mayor dulzor.

Tanaka (1982), indica que la Optima cosecha de las hojas para la

extraccion del edulcorante es antes de la floracion.

Brandle (2001), indica que una vez que la estevia entra en la etapa de
floracion las concentraciones de glicosidos iniciales disminuye. Por lo cual
es recomendable trabajar con hojas cosechadas antes de la floracion, a fin

de optimizar la extraccion.

Repositorio institucional UNA - PUNO




R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO “"": e

Altiplano

2.1.3 CARACTERISTICAS AGRONOMICAS.

Rodriguez (1998), sefiala en su articulo las caracteristicas agronémicas de
la Estevia.

Cuadro N° 02. Caracteristicas agronomicas de la Estevia.

CARACTERISTICAS MEDIDA.

Altura de planta. 1.00m.

Longitud de hoja 6.3 cm.

Peso de hoja verde por Planta 20 gr.

Tiempo de vida 6 — 8 afios
Rendimiento promedio en hoja seca 8,000 Kg/ Ha/afio
Reaccion a enfermedades. Tolerancia a hongos

Fuente: Rodriguez (1998).

2.2 EDULCORANTES.

Vazquez et al. (2005), define a un edulcorante como la sustancia que proporciona
a un alimento un gusto dulce. Ademas de la sacarosa (el aztcar normal), son de
uso corriente como edulcorante la sacarina, aspartame, ciclamato, taumatina, pero

su naturaleza quimica nada tiene que ver con los azlcares naturales.

Vazquez et al. (2005), menciona que los edulcorantes pueden ser de dos tipos, no
caldricos, como la sacarina, ciclamatos, etc., que no aportan calorias, y caloricos
como la fructosa, el sorbitol, etc., que si lo hacen, aunque menos que la glucosa.
Respecto de los edulcorantes sintéticos, hay estudios que demuestran que son
nocivos para la salud. La variedad de edulcorantes tiene incidencia diferente en
enfermedades como la diabetes. Conviene siempre leer la composicién de los
edulcorantes que estan en el mercado, ya que casi siempre suelen ser mezclas de

varios productos, y asi saber lo que estamos tomando.
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221 EDULCORANTES CALORICOS.

Multon (2006), define a los edulcorantes cal6ricos a aquellas sustancias de
sabor dulce que aportan calorias al organismo, entre las mas destacadas

tenemos a la sacarosa, también esta el manitol, y la fructosa.

2.2.2 EDULCORANTES NO CALORICOS.

Multon (2006), define a los edulcorantes no caldricos a aquellas sustancias
dulces que no tienen un valor energético, o que no aportan calorias a el
organismo, tales como el ciclamato, sacarina, esteviosido, entre estos
podemos destacar a los edulcorantes de origen vegetal o edulcorantes

naturales, y a los de origen sintético.

2.2.2.1 EDULCORANTES SINTETICOS.

2.2.2.1.1 SACARINA.

Multon (2006), define a la sacarina como uno de los mas
antiguos edulcorantes, fue descubierto en 1879 por Ira Remsem y
Constantine Fahlberg de la Universidad Johns Hopkins,
quimicamente es una imida o-sulfobenzoica. Denominado en la
industria alimentaria con las siglas E-954, actualmente se obtiene
mediante sintesis quimica del tolueno o de otros derivados del
petréleo. La sacarina es aproximadamente 300 veces mas dulce
que el azlcar, no obstante, el uso de la sacarina esta prohibido en
algunos paises como Canada, y en Estados Unidos se planted su
prohibicion en 1977, pero las campafias de las empresas afectadas
y de algunas asociaciones, entre ellas las de diabéticos, motivaron

que se dictara una moratoria a la prohibicion.
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Figura N° 01. Estructura de la

sacarina.
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Fuente: Multon (2006).

22212 CICLAMATO.

Multon (2006), define al ciclamato de como un edulcorante
artificial de alta potencia, y su nombre comdn del
ciclohexilsulfamato, denominado en la industria alimenticia con
las siglas E 952, el ciclamato es un edulcorante no cal6rico
descubierto en 1940 por Audrieth y Sveda, que ha sido
considerado hasta cincuenta veces mas dulce que otros
endulzantes bajos en calorias, el ciclamato se obtiene a partir de
del cicloexalamina derivada del benceno, procedente del alquitran

de hulla o del petroleo.

Figura N° 02. Estructura del ciclamato.
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Fuente: Multon (2006).
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2.2.2.1.3 ASPARTAMO.

Multon (2006), menciona que el aspartamo es un edulcorante no
caldrico descubierto fortuitamente en 1965 por los hermanos J.M.
Schlatter / Searle, el aspartamo es un polvo blanco e inodoro, unas
150 - 200 veces més dulce que el azlcar, que se emplea en
numerosos alimentos en todo el mundo, denominado en la
industria alimenticia con las siglas E 951, el aspartamo es estable
cuando se encuentra seco o congelado, pero se descompone y
pierde su poder edulcorante, con el transcurso del tiempo, cuando
se conserva en liquidos a temperaturas superiores a 30°C, el
aspartamo se obtiene por sintesis quimica y enzimatica a partir de

dos aminoé&cidos; el acido L- Aspértico y la L- fenilalanina.

Figura N° 03. Estructura del aspartamo.

0 OCH,
N

H
OH NH, 0

Fuente: Multon (2006).

2.2.21.4 ACELSUFAMO — K O ACELSUFAMO.

Multon (2006), define al Acesulfamo-k como un compuesto
quimico relativamente sencillo cuyo peso molecular es de 201
gr./mol., fue descubierto fortuitamente por Clauss y Jensen en
1967. Es aproximadamente 130 - 200 veces mas dulce que el
azdcar, con una gran estabilidad ante los tratamientos
tecnoldgicos y durante el almacenamiento, su denominado en la
industria alimenticia es con las siglas E 950, su uso se autoriz6 en
Inglaterra en 1983; desde entonces se ha autorizado en Alemania,

Italia, Francia, Estados Unidos en otros paises, y esta incluida
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dentro de la nueva lista de aditivos autorizados de la Union
Europea, el Acesulfamo- K o Acesulfamo se obtiene por sintesis
posible, entre otros, a partir de dos materia primas, el

Fluorosulfoilisocinato y el ester butilico del acido acetoacético.

Figura N° 04. Estructura del Acesulfamo - K o

Acesulfamo

HsC

|
O

Fuente: Multon (2006).

2.2.2.1.5 SUCRALOSA.

Multon (2006), hace referencia a la sucralosa como un polvo
cristalino blanco, no higroscopico, cuya estabilidad es de muchos
afios en condiciones de almacenamiento apropiadas (atmdsfera
seca Y refrigerada), tiene una estabilidad a la temperatura en un
rango muy amplio (hasta 230° C), la sucralosa tiene un sabor
azucarado muy similar al del azlcar o sacarosa sin resabio o
regusto amargo y no es mas que débilmente metabolizable. La
denominacion de la sucralosa en la industria alimentaria es con
las siglas E955, fue descubierta en el afio 1979 por Hough de
Tate y Lyle y tiene un poder edulcorante de 400-600 veces mas
dulce que la sacarosa, la sucralosa tiene un peso molecular de
397, y se obtiene a partir de la sacarosa por fijacion de una
molécula de cloro sobre el grupo hidroxilo y modificacién de la

configuracidn tipo gluco combinandola en tipo galacto.

10
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Figura N° 05. Estructura de la sucralosa.
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Fuente: Multon (2006).

22216 GLICOL.

Rodriguez (1998), describe al glicol como un diol senillo cuya
formula es (HO-CH2CH2-OH) se denomina sistematicamente
etan-1,2-diol, nombre que también se emplea para cualquier
poliol. Su nombre deriva del griego glicos (dulce) y se refiere al
sabor dulce de esta sustancia. Por esta propiedad ha sido utilizado
en acciones fraudulentas intentando incrementar la dulzura del
vino sin que el aditivo fuera reconocido por los analisis que
buscaban azlcares afiadidos. Sin embargo esta demostrado que el

glicol es toxico y produce disfuncion renal.

Figura N° 06. Etan-1,2 —Diol

O
Vv

Fuente: Rodriguez (1998).
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2.2.2.2 EDULCORANTES NATURALES.

2.2.2.2.1 DIHIDROCHALCONAS.

Multon (2006), menciona que este edulcorante fue descubierto en
1974 — 1978 por Horowist y Gentilli, y Dupaigne 1977,siendo
este un edulcorante semi-sintético que se obtiene a partir de las
flavonas de la naranja y del pomelo, especialmente de la naranja
contenida en la parte blanda de la pared del pomelo, la obtencion
de este edulcorante es porque los glucidos ha pasado a chalconas
por accion de un éalcali, seguido de una precipitacion acida,
después a dihidrochalconas por hidrogenacion catalitica, tiene un
poder edulcorante de 1500 — 2000, es un polvo blanco cristalino,
inodoro poco soluble en agua (1.2 g/l.), la estabilidad de este
edulcorante es muy buena a pH neutro pero se degrada facilmente

en un pH acido.

Figura N° 07. Estructura de las dihidrochalconas.

R
HO 0 o0
HO HO OH
OH

Fuente: Multon (2006).

2.2.2.2.2 GLICIRRICINA AMONIACAL.

Multon (2006), define a este edulcorante como sal amoniacal de

acido Glicirricico muy antiguamente conocida, principal
edulcorante contenido en el rizoma del regaliz, este edulcorante se
obtiene a partir de las raices del regaliz, sales mixtas de calcio y
potasio, tiene un poder edulcorante de 50 — 100, es un polvo
blanco, soluble en agua, estable en disolucién hasta 105° C pero

se precipita a pH inferior a 4.5, tiene un sabor ligeramente

12
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mentolado, con un retrosabor a regaliz lo que hace que su uso sea

limitado.

Figura N° 08. Estructura de la glicirricina.

ii
HsC.. C-ONH,

o ]

Fuente: Multon (2006).

2.2.2.2.3 ESTEVIOSIDO.

Multon (2006), define a este edulcorante como un glucido di-
terpénico, fue descubierto por Moises Bertoni en 1900 y aislado
por Bridel y Laview en Paris 1931, es un polvo cristalino blanco,
higroscdpico de un sabor azucarado de buena calidad con un poco
de resabio amargo, tiene un poder edulcorante de 250 — 300, y es
estable en un rango amplio de pH (3 — 10), también es estable en
un rango amplio de temperatura, se obtiene por ultrafiltracion y

diferentes métodos cromatogréaficos.

Gutiérrez (1999), menciona que el estevidsido es un edulcorante
natural no caldrico que se obtiene a partir de las hojas de estevia
rebaudiana Bertoni, este es un glucido diterpénico de peso
molecular 804.80 y formula molecular C3gHesoO1s. ES un polvo
blanco, cristalino e higroscépico, 250-300 veces mas dulce que la

sacarosa, pero tiene retrogusto amargo y desagradable.

13
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Figura N° 09. Estructura molecular del esteviosido.
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Fuente: Multon (2006).

2.2.2.24 TAUMATINA.
Multon (2006), hace referencia a este edulcorante como una

proteina gque se obtiene de un planta muy facil de cultivar (Sudan,
Togo, Chana, Zaire) el thaumatococcus danielli de la familia de
las marantenaceas se obtiene por ultrafiltracion y diferentes
métodos cromatograficos, el poder edulcorante de esta proteina
es de 1500 — 2000, son estables hasta una temperatura de 100°C
siendo estas una proteina, el calor las degrada, también son
estables en un rango de (3.2 — 8), la taumatina es un aditivo
multifuncional capaz de enmascarar el amargor, intensificar,
mejorar/modificar el sabor, por lo que realmente actGa como un
sabor en si misma, la percepcion retardada del dulzor; dicha
percepcion dura mucho tiempo y deja un regusto a regaliz si se
usa en altas dosis, asi también el metabolizado por el organismo

es como cualquier otra proteina alimentaria.

14
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2.3 METODOS DE EXTRACCION DEL ESTEVIOSIDO.

Bertoni (1905) citado por Diaz et al. (1999), indican que el contenido promedio de
estevidsido en las hojas varia de 6%-18% segun la zona o el pais donde se
siembre, mientras que el rebaudiésido A de 2%-3%, los demas glicdsidos se
encuentran en menores cantidades, de tal manera que sumados no presentan el
1%.

Phillips (1989) citado por Brandle (2001), indica que un proceso general de
extraccion consta de cuatro pasos: extraccion acuosa o por solvente, precipitacion
0 coagulacion con filtracion, intercambio i6nico y secado. Algunos de estos

procesos podrian resumirse, de acuerdo al medio de extraccion.

Para entender mejor este proceso debemos de diferenciar a la extraccion del
edulcorante (esteviosido, Rebaudidsido y demés glicosidos) de las hojas, de la

purificacion del extracto de hojas de estevia.

2.3.1 EXTRACCION DEL ESTEVIOSIDO.

2.3.1.1 Extraccion con disolventes organicos.

La extraccion del estevidsido se puede realizar empleando
disolventes organicos, como el metanol, alcoholes aromaéticos,

dioxido y alcoholes de 4-8 atomos de carbono.

Segln Tanaka (1982), la extraccion metandlica se lleva a cabo
sobre un gramo de hojas secas con 30 ml de metanol. Se juntan
ambos extractos, se concentra al vacio 50 ml, luego se realiza la

purificacion y finalmente el secado.

Lopez Y Pefia (2005), mencionan el método descrito por
Dobberstein en 1982, donde la extraccion se realiza poniendo en
contacto las hojas de estevia finamente trituradas con el solvente a
temperatura ambiente o0 a altas temperaturas, la proporcién del
solvente es de 10 a 60 litros por 1 kilogramo de hojas. En este
proceso se remueven las impurezas de baja polaridad (se
recomienda como primer solvente el uso del liquido haloalqueno

bajo, o preferiblemente el cloroformo), luego se realiza una
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segunda extraccion con un solvente de alta polaridad
preferiblemente de uno a cuatro atomos de carbon, como el
metanol, la extraccion es similar a la primera pero aqui se
obtienen los glucdsidos, el extracto es introducido a una columna
cromatografia con fase estacionaria a base de silica para capturar
los glucosidos. Luego se introduce en la columna un solvente de
polaridad mayor al primer solvente utilizado, pero con una
polaridad menor al segundo (se puede usar 1-propanol), con el fin
de enjuagar y capturar los glucésidos adheridos a las fase

estacionaria.

2.3.1.2 Extraccion acuosa.

Al realizar una extraccion acuosa se elimina la necesidad de
recuperar el disolvente y se evita la manipulacion de sustancias
toxicas, ademas que puede abaratar considerablemente el proceso

de obtencién del esteviosido.

Cernadas y Pryluka (1985), indican un método de extraccion
acuosa de esteviosido, este proceso consta fundamentalmente de
una primera operacion de extraccion acuosa y concentracion del
extracto, seguida de varias etapas de purificacion (defecacion con
CaOH> y paso a través de resinas de intercambio i6nico),
precipitacion del esteviosido por adicion de metanol y finalmente

secado.

Gutiérrez (1999), indica que los valores de pH superiores a 12, el
estevidsido pierde dulzor y se desestabiliza debido a que en la
solucion interactuan los radicales OH del hidroxido de calcio
CaOH2, por otro lado menciona también que el proceso de
precipitacion continGa después de que la muestra es centrifugada,
esto vuelve a enturbiar al muestra y dificulta la siguiente etapa de

purificacion cromatografia de las muestras.
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Lépez y Pefia (2005), menciona el método descrito por Kienle en
1982, “Separacion cromatografia en fase gaseosa” donde en este
método utiliza el gas de dioxido de carbono para remover
sustancias no deseadas (cuticulas de cera, clorofila y otros
pigmentos), con el fin de mejorar el sabor, ya sea de las hojas, del
extracto o de los cristales de estevia, el dioxido de carbono es
llevado a condiciones sUper criticas (presion arriba de 73 bar y
temperatura superior a 31°C), para ser conducido a un recipiente
que contiene el material a tratar. Al terminar el proceso de
extraccion el gas es separado del recipiente y se lleva a presiones
por debajo de 72 bar., y a temperaturas entre 25 a 50°C con el fin
de regenerar el dioxido de carbono. El gas regenerado es enfriado
hasta la temperatura de licuefaccion para ser retornado al inicio
del proceso donde nuevamente es llevado a las condiciones stper

criticas.

2.3.1.3 CO2 presurizado.

Kienle (1989) citado por Pasquel et al. (1999), estudio un método
para eliminar los componentes responsables del sabor amargo, el
cual se basa en la extraccion con gas super-critico (CO2 de
preferencia). Asi, Pasquel et al. (1999) estudiaron la extraccion
utilizando CO- presurizado, sefialando que puede considerarse un
proceso de extraccién integral de dos etapas: en la primera etapa
se extraen parte de los compuestos responsables del sabor amargo
y en la segunda etapa se realiza la extraccion de los glicosidos.
Este proceso considera primero el pre-tratamiento de las hojas de
estevia con CO: presurizado, seguido de la extraccion de los
glicosidos por mezclas presurizadas de CO-/etanol, CO2/agua, y
COg/etanol/agua.
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2.3.2 METODOS DE PURIFICACION.

Lopez D, y Pefia G. (2005) hace referencia a los siguientes métodos de

purificacion del esteviosido.

2.3.2.1 Purificacion del esteviosido con resinas de intercambio idnico.

Payzant (1999), citado por Lopez D, y Pefia G. (2005), hace
referencia a la purificacion con resinas de intercambio i6nico
método que tiene como objeto obtener los principales glucésidos
de la planta (estevidsido, rebaudiosido A) libre de otras
sustancias, con el fin de tener un producto final con un mejor
sabor; el proceso comienza cuando las hojas de estevia son
mezcladas con agua, la temperatura puede oscilar entre la
temperatura ambiente y 65°C. Luego se pasa por un proceso de
filtracion para obtener en extracto acuoso, el cual es tratado con
hidroxido de calcio (también se puede usar oxido de calcio,
carbonato de calcio, u otras sales basicas de calcio) para conseguir
un precipitado remueven &cidos organicos, sales inorganicas,
fenol, substancias derivadas del aparato fotosintético, proteinas,
aminoéacidos, entre otros, el precipitado es tratado con resinas de
intercambio i6nico de acido fuerte, luego con resinas de
intercambio i6nico de base débil, el tratamiento con estas resinas
puede repetirse varias veces hasta obtenerse la calidad deseada, a
partir del producto obtenido con un nivel de pureza de 70% (70%
combinacion de glucidos, 25% polisacaridos, 5% aceites)
continua con el proceso patentado de Payzant (1999); que busca
obtener un nivel de pureza mayor, el producto entonces es
disuelto en agua y aplicado a una columna de resina 1 Pulg. De
didmetro que contiene resina Amberlite XAD-7. La resina es
enjuagada con metanol para obtener los glucésidos y una minima
parte de otras sustancias, que fueron abstraidos. Este liquido es
calentado para eliminar el metanol y obtener un producto con 95

% de glucdsidos.

18

Repositorio institucional UNA - PUNO




R1T, _ ,
TESIS UNA-PUNO ""‘" e

Altiplano

Soto y Valdos (2002), menciona que la cromatografia de
intercambio i6nico con resinas de intercambio i6nico, es un
proceso por el cual los iones de una sustancia se concentran en
una superficie como resultado de la atraccién electrostatica en los
lugares cargados de las superficies. Los intercambiadores ionicos
forman un grupo de materiales muy heterogéneo, cuya Unica
caracteristica comudn es que contienen una carga eléctrica fija
capaz de enlazar a iones de carga opuesta. El tratamiento de una
disolucién con un intercambiador iénico se pude llevar a cabo
mediante dos configuraciones distintas, en discontinuo o en
columna. EIl intercambio iénico en columna es la que se emplea
més a menudo. El intercambiador se coloca en el interior de una

columna vertical, a través de la cual fluye la disolucion a tratar.
El proceso global consta de las siguientes etapas:

e Empaquetamiento de la columna.
e Etapa de carga.

e Etapa de regeneracion.

Figura N° 10. Principio de la cromatografia del intercambio ionico.
Las particulas cargadas negativamente se
L | © o %o | unen a la matriz solida cargada, y son
Ny Seswmd . retenidas.
L P CelF )
| o — Las particulas cargadas positivamente se
v " I = rechazan por la matriz solida cargada
£ - .9 positivamente y son efluidas.
=GRy St
g T 0’( -+ 9 © La elocucion de particulas cargadas
=] i v
2 : o e ° negativamente se consigue cambiando el
2 ) o _
o \-!- p, (+ ) pH del solvente hasta igualarlo hasta su
° > o punto isoeléctrico o hasta invertir su carga
| [+
neta.
Fuente: Soto y Valdos (2002).
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Soto y Valdos (2002), describe que en el proceso de extraccion de
estevidsido: “50 gr. de hojas secas de Stevia rebaudiana partidas
se dejaron macerar a temperatura ambiente durante 24 horas en
700 ml de agua destilada méas 2.5 gr. de carbonato de calcio. Se
eliminaron las hojas por filtracion, se agregd 5 gr. de hidréxido de
calcio y se dejo actuar durante 30 minutos. El extracto se llevo a
pH aproximadamente 8 por pasaje de dioxido de carbono. El
eluido se pasé sucesivamente por resinas de intercambio cationica
(R2) y aniodnica (R3) y finalmente por una columna de carbon
activado granulado. Se obtuvo asi una solucion incolora que se
concentré por evaporacion al vacio”, con rendimiento alrededor
de 5% sobre la base de las hojas secas, en el proceso utiliza agua
y alcohol etilico como solventes, lo cual es importante teniendo
en cuenta el uso alimentario del producto obtenido.

Harris (1992), menciona que las resinas que para que el
intercambio i6nico se lleve a cabo, se requiere tener una muestra
de pH suficientemente alto (dentro de su rango), con la finalidad
de crear enlaces ionicos fuertes, por otro lado a pH cercanos a la
neutralidad las resinas de intercambio iénico alcanzan su maxima

eficiencia.

2.3.2.2 Purificacion del estevidésido por membranas.

Método descrito por kutowi (1999): “Extraccion del esteviosido
por membranas”, el proceso comienza con la trituracién o
molienda de las hojas, una vez que las hojas de estevia son
trituradas, se les adiciona el solvente a una temperatura entre 2 y
6° C, a esta temperatura la extraccion de compuestos indeseables
con elevado peso molecular (lipidos) es menor que a mas altas
temperaturas, la relacion de peso hoja/agua es de 0.05, a muy
poca cantidad de hojas aumenta la extraccion de compuestos
indeseables y a demasiada cantidad de hojas, disminuye la
extraccion disminuye la extraccién de compuestos indeseables de

las hojas, una vez mencionado esto el extracto esta listo para
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pasar por una serie de filtros en donde se remueven algunos
pigmentos, materiales de alto peso molecular y material
particulado gque se puede generar en la tributacion, posteriormente
a este vienen los procesos de ultrafiltracion y nano filtracion, en
los cuales se obtiene un permeado conteniendo esteviosido y
rebaudidsido, para reducir el consumo de agua se puede realizar
una recirculacion que incluyan filtros (membrana convencional
de osmosis inversa) para purificar el fluido, la porosidad de las
membranas son modificadas, caracteristicas que se utiliza para
capturar los componentes dulces y deja pasar los componentes no
deseados que producen retrogusto, la ultima fase del proceso
consiste en la evaporacion de agua que Se consigue con un
atomizador y una estufa de secado, formandose en esta ultima

fase del proceso los cristales de estevidsido.

Cheng et al. (1985), indican que la adicion de Ca (OH): tiene la
funcion de precipitar las impurezas, dentro de estas, colorantes,
gomas Yy otras sustancias impuras; y el paso del extracto a través
de resinas de intercambio i6nico remueve completamente el color
de este. Si en los procesos antes mencionados no se obtiene un
producto con sabor aceptable se aplican otros tratamientos tales
como modificaciones enzimaticas o quimicas pero el producto
resultante no podria llamarse natural. Esta situacion disminuiria
significativamente su valor desde el punto de vista de la
comercializacion del producto. También refiere que paso del
extracto a través de las resinas de intercambio idnico remueve
completamente el color de este y requiere pardmetros exactos
para su accion, como pH de ingreso, temperatura y caudal de
ingreso y salida del exacto.
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2.4 CARACTERISTICAS DEL ESTEVIOSIDO.

Segun el codigo alimentario argentino (CAA), en su articulo N° 1398 inc. 64.3
(resol. 10 1, 22/02/93), define al esteviosido como: “polvo blanco cristalino,
inodoro, higroscopico, no fermentescible, de sabor dulce aun en soluciones muy

diluidas, 300 veces mas dulce que la sacarosa muy soluble en agua”.

Soto y Valdos (2002), mencionan que entre las propiedades fisico-quimicas

deseables del esteviosido para la elaboracion de alimentos podemos destacar:

2.4.1 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL ESTEVIOSIDO.

2.4.1.1 Composicion.

Pureza: min 90% como esteviosidos totales.
Esteviosido: min 50%.

Rebaudiosido A: min 30%.

Rebaudiosido B: no detectable.

Dulcésidos A: no detectable.

Steviolviosidos: no detectables.

Esteviol e isoesteviol: no detectables

Pasquel et al. (1999), hace referencia a que el extracto de las hojas de
estevia tiene una composicion de diferentes gllcidos, siendo el de mas
importancia el esteviésido, por ser el componente mayoritario de este

analisis.
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Cuadro N° 03. Composicion del esteviosido.

Clase Sustancia (% W/W maximo obtenido)

Dulcésidos A; esteviosido (0.04); esteviosido (7.0);
rebaudiésido A (1.43); rebaudiésido B (0.44); rebaudidsido
C(0.4);rebaudidsido D(0.03); rebaudidsido E (0.03).

Diterpenos | Jhanol (0.0063); austroinulina (0.06); 6-0-acetilaustroinulina
labdanicos | (0.15).

Triterpenos. | Acetato de B-amirina (-); lupeol (-)

Glucosidos

diterpénicos

Esteroides. | B-sitosterol (-); estigmasterol (-).

Glicésidos | Rutina (0.0073); centaureidina (-); quercitrina

flavonoides

Taninos No identificados

Aceites Porcentaje masico total 0.12%
volatiles

Alcano Octano-3ol (0.0011)

Alcoholes Alcohol benzilico (0.00129).

Canfor (0.0017); 1.8-cineol (0.00084); p-cymeno (0.00084);
geraniol(0.0016); linalol (0.0067); limoneno (0.0012); oxido de
linalol (0.0055), a-pineno (0.00048); B- pineno(0.0023); A-
terpineno(0.00024); terpinen-4-ol (0.0012) a- terpineol (0.0054)
A-candineno (0.0036); s- sandineno (0.0012); a-cnadinol
(0.0017); tert-candinol (0.0028); a-colocoreno (0.0012); oxido de
Sesquiterpenos | aciofileno (0.0019); a-cubebeno (0.00012); a elemeno (0.0006);
nerolidol (0.031); trans-B-farneseno (0.0054); a-humuleno
(0.0029); p-selineno (0.0026).

Fuente Pasquel et al (1999).

Monoterpenos

2.4.1.2 Dulzor.
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El edulcorante que se obtiene es aproximadamente 300 veces mas
dulce que la sacarosa a una concentracion de sacarosa del 0,4% y
110 veces mas dulce que la sacarosa a una concentracion de

sacarosa del 10%.Estabilidad térmica

2.4.1.3 Estabilidad térmica.

Presenta estabilidad térmica a temperaturas normales de

procesamiento de los alimentos.

2.4.1.4 Estabilidad al pH.

Es estable en un rango amplio de pH: de 3 a 9 ain a 100°C. Por
encima de pH 9 se produce una rapida pérdida del dulzor. En
bebidas gasificadas gue incluyen en su composicion acido citrico
y fosforico, se reportan pérdidas del 36% y 17% respectivamente
cuando se almacena a 37°C.

2.4.1.5 Sinergismo.
Con aspartame, sacarosa, glucosa, fructosa y sacarina.
2.4.1.6 Usos.

En gomas de mascar, caramelos, pre-mezclas de tortas, bebidas de
bajo contenido caldrico, salsas, pickles, productos medicinales y

de higiene bucal.
2.4.1.7 Toxicidad.

Se considera que es un edulcorante aparentemente seguro ya que
existe la evidencia de su uso durante varias centurias tanto en el
empleo de la hoja como de los extractos crudos y no se observan

evidencias de toxicidad aguda y sub aguda.

2.4.1.8 Metabolismo.
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No hay evidencia que el esteviosido se metabolice en el hombre
por medio de las enzimas digestivas a esteviol y glucosa (el

esteviol inhibe la fosforilacion oxidativa in vitro)

2.4.2 COMPOSICION DE LAS HOJAS DE ESTEVIA.

Manish y Rema (2006), realizo un estudio donde analiza las hojas de
estevia, la composicion proximal de las hojas, en ellas se analiza en
contenido de nitrégeno por el método Kjeldahl (1976), cuyo factor de
conversion para determinar el contenido de proteinas es 6.25%, el
contenido de grasas fue determinado por el método soxhlet, los datos
obtenidos de este estudio se emplearon en el ramo de la medicina para
determinar si el consumo de las hojas de estevia propiamente dicha tiene

efectos nocivo sobre la salud.

Cuadro N° 04. Composicion proximal de
las hojas de estevia

Composicion. Porcentaje.
Proteina 20.42 + 0.57
Grasas 4,34 +0.02
Carbohidratos 35.20+01.26
Fibra 26.88 + 0.55
Cenizas 13.12+0.31

Fuente: Manish y Rema (2006)

2.4.3 TOXICIDAD DEL ESTEVIOSIDO.

Rodriguez (1998), menciona que diversos estudios toxicologicos de
glicosidos de la estevia, demuestran que no producen efectos desfavorables
en la salud, tampoco tiene efectos cancerigenos; por ello han sido
incorporados en el Cddigo Alimentario Argentino y recientemente
aceptados y permitidos como suplementos dietéticos por la Food and Drug

Administration de E.E.U.U. (FDA), quedando asi posicionados como
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productos de productos basados en Ciclamatos, sacarinas, y como
excelente competidor del aspartame.

La toxicidad de la Estevia y sus glicosidos se han estudiado desde distintos
puntos de vista, obteniéndose hasta ahora para todos ellos efectos
negativos; no se han encontrado ninguna anormalidad en el peso, ingesta
de alimentos, caracteristicas de Células y membranas, uso de enzimas o
cromosomas, efectos de nacimiento, en general sin ningln efecto colateral.
A principios de 1990 se realizaron los primeros estudios realizados por
Rebaudi, estos confirmaron la seguridad de la estevia. Posteriormente se
han estudios sobre los principales aspectos toxicoldgicos de la estevia y el

estevidsido:

e Kkohda (1976), toxicidad aguda. Determinaron una DL 50 de 349/Kg de
extracto de estevia concentrado con 50% de estevidsido, para el consumo
humano. Resultados de estos estudios de toxicidad no predicen ningun
riesgo potencial para la poblacion humana por la ingesta del extracto de

estevia y sus componentes.

e Yamada et al 1984 citados por Kinghorn y Soejarto (1985), Toxicidad
cronica — carcinogénica. estudios de toxicidad cronica por la ingesta de
extracto de estevia realizados en Japon, afirman que la variacion en la
dosis aplicada no influye en el crecimiento, en la apariencia en general,
en los exdmenes hematoldgicos y bioquimicos de la sangre, peso de
Organos y observaciones microscépicas y macroscopicas. Resultados de
estos estudios sustentas la seguridad del extracto de estevia en la

alimentacion humana.

e Oliveiraet al. (1981) citados por Kinghorn y Soejarto (1985), habla sobre
el efecto en la produccion. Estudios realizados en Japon y en Brasil
concluyen que la administracion que el extracto acuoso de estevia como
estevidsido no afectan al apetito sexual y a la fertilidad, tanto en machos
como hembras, no afectando tampoco las caracteristicas de los 6rganos

reproductivos de los animales.
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e Procinska et al. 1978 citados por Kinghorn y Soejarto (1985), Potencial
mutagénico. Extractos y compuestos puros (esteviosido, rebaudiésido A
— E y esteviolbiosido) de las hojas de estevia fueron intensamente
estudiados en sus actividades mutagenicas. Utilizando Salmonella
thypimurium o escherichia colli, todos esos materiales fueron reportados
como no, mutagénicas en laboratorios de Japon y Estados Unidos,
estudios de mutagenicidad realizados con cepas de recombinacion
deficientes de bacillus subtillis también muestran que muchas de estas

sustancias son inocuas.

e Gutiérrez (1999), hace referencia a estudios de metabolismo, que no hay
evidencias que el estevidsido se metabolice en el organismo humano por
medio de las encimas digestivas a esteviol o glucosa (el esteviol inhibe la
fosforilacion oxidativa in vitro) sin embargo Hutabca (1997) citado por
Geuns et al. (2003), indican que las bacterias del colom y del secum
degradan el estevidsido a esteviol, in vitro; asi también sefiala que esto

no ocurre in vivo, por las condiciones anaerobias del colon humano.
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Cuadro N° 05. Toxicidad de lo edulcorantes.
EDULCORANTE EFECTOS EN EL CUERPO HUMANO

En personas incapaces de metabolizar la Fenilalanina se produce en

desorden metabdlico fenilcetonurico. También pueden tener problemas
personas con enfermedades avanzadas en el higado, y en mujeres
Aspartame. ) ] ]
embarazadas con niveles altos de fenilalanina en la sangre. Entre algunas
de las sintomatologias que se le atribuyen estan: convulsiones, coma,

tumores cerebrales, ceguera.

En paises como en Canadad se encuentra prohibido por haber causado
cancer a la vejiga en animales de laboratorio. Todavia se requiere una
Sacari advertencia en sus empaques, que su uso puede ser peligroso para la salud
aearns: y que se ha establecido a la sacarina como causante de cancer en animales
de laboratorio. También se le atribuye la capacidad de provocar cancer en

los descendientes de quienes la consumen.

Estd en estudio si el ciclamato o su producto de metabolizacion, la
CICLOEXILAMINA, tienen efectos adversos sobre la presion sanguinea,
también pueden causar dafios genéticos o atrofia testicular, se ha
demostrado que no es cancerigeno peo que es co-cancerigeno es decir que
] puede aumentar las probabilidades de ocurrencia. En el ser humano,
Ciclamato.
interfiere con la sintesis de las hormonas tiroideas, y puede producir
alergias, dafar los espermatozoides y los testiculos. La OMS considera
que tiene efectos cancerigenos y mutagenos, razén por la cual, fueron
prohibidos desde 1970, en Estados Unidos, Japon, Gran Bretafia y Francia.

Ademas, su consumo esta desaconsejado en nifios y embarazadas.

Es un edulcorante derivado del azucar comun, no se transforma en el
organismo, es a calorico. No provoca caries dentales. Este edulcorante fue
testeado durante 10 afios, y si bien fue aprobado como ‘“seguro”, se
Sucralosa. | sacrificaron brutalmente mas de 12.800 animales en los laboratorios donde
se probd, al igual que sucedié con los demas edulcorantes, que
posteriormente, s6lo cuando fueron empleados en humanos, demostraron

poseer propiedades dafiinas.

Fuente: Wong (1995)
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244 PODER EDULCORANTE.

Badui y Wong. (1995), mencionan que todos los azlcares poseen la
caracteristica de tener sabor dulce y su poder edulcorante es diferente en
cada caso. La intensidad de la dulzura de los azucares puede variar debido
a muchas causas, como la temperatura, la concentracién y la presencia de
otros compuestos. Existen muchas teorias que explican el fendmeno de la
dulzura, pero la mas aceptada, considera que esta sensacion se produce
como un fendmeno que ocurre debido a la facilidad que tienen los
hidroxilos de formar puentes de hidrogeno entre la molécula estimulante y
el sitio receptor sensor de la boca. En esta teoria se considera que la
molécula dulce tiene dos atomos electronegativos, A y B, uno de los
cuales esta unido a un Hidrégeno en forma de AH, y donde el receptor
tiene una estructura similar, de tal forma que la interaccién se efectia en
forma inversa, en donde AH es el donador del protén y B el aceptor. No es
necesario que la molécula tenga un carbono anomeérico libre para producir

dulzura ya que la sacarosa, al ser un azucar no reductor es dulce.

Cuadro N° 06. Edulcorantes.

poder edulcorante
NOMBRE.
sacarosa = 1
Sorbitol. 0.5
Xilitol. 1.0
Ciclamato. 40
Sacarina. 450
Aspartame. 200
Aselsufame-K. 200
Estevidsido. 300
Glicirrina. 50
Taumatina talina 2000

Fuente: Badui y wong (1995).
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2.45 DETERMINACION DEL PODER EDULCORANTE.

Para determinar el poder edulcorante del esteviosido antes debemos de

conocer los siguientes conceptos.

5.6.1 El sabor.

Cohn y Georg (1914), el sabor es la impresion que nos causa un
alimento u otra sustancia, y esta determinado principalmente por
sensaciones quimicas detectadas por el gusto (paladar) asi como
por el olfato (olor). EI 80% de lo que se detecta como sabor es
procedente de la sensacion de olor. El nervio trigémino es el
encargado de detectar las sustancias irritantes que entran por la
boca o garganta, puede determinar en ocasiones el sabor. El sabor
de los alimentos es una preocupacion de los cocineros, asi como
un reto cientifico para la industria alimentaria. Los saborizantes y
los condimentos, sean naturales (especias) o artificiales (nUmeros

E), se emplean para resaltar o modificar los sabores.

Kier (1972), existen cinco sabores basicos e los alimentos,
siendo el dulce es uno los Unicos sabores que es aceptado de
manera global por todas las culturas y etnias de la tierra como uno
de los sabores mas placenteros. Se detecta principalmente en las
papilas gustativas de la punta de la lengua. Los alimentos que
poseen un alto contenido de carbohidratos son percibidos dulces y
los saborizantes artificiales de proporcionar el sabor dulce se
denominan edulcorantes. Los alimentos dulces suelen formar
parte dentro de la alimentacion humana de los postres y de los

desayunos.

Nofre y Tinti (1996), se sabe que ciertos compuestos quimicos
tales como los aldehidos y las cetonas son percibidos por la
lengua como sustancias dulces. Lo mismo se puede decir con las
sustancias que poseen carbohidratos, se perciben con cierto grado

de dulzura. La sacarosa (azucar comun) es el ejemplo prototipico
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de sustancia dulce, pero existen otras como la fructosa. Algunos
aminoacidos se perciben dulces: los mas dulces son la alanina, la
glicina, y la serina. Algunos aminoacidos se perciben en una

mezcla de sabor amargo y dulce.

Shallenberger (1963), algunas especies producen glucésidos que
son muchas veces mas dulces que el azucar. Un ejemplo claro es
el acido glicirrizico que es un compuesto 30 veces mas dulce que
la sacarosa. Otro ejemplo es el esteviosido exportado de América
del sur de la planta Stevia rebaudiana que puede llegar a ser 250
veces mas dulce que la sacarosa. Otro edulcorante potente pueden
ser ciertas proteinas como la taumatina encontrado en Africa
occidental, la lisozima encontrada en los huevos de pollo. Los
compuestos organicos presentan propiedades de sabor dulce, un
ejemplo es el cloruro de berilio (BeCl,) y el acetato de plomo
(Pb(C2H302)2) que era ya empleada como edulcorante por los
aristocraticos romanos, contribuyendo en gran medida al
envenenamiento por plomo, se elaboraba el sapa que se hacia

cociendo vino avinagrado en cacerolas de plomo.

Tinti, Nofre, y Claude (1991), muchos compuestos sintéticos se
conocen como dulces, por ejemplo el cloroformo, el nitrobenceno,
el glicol. En 2005 se determinaron cinco sustancias sintéticas:
sacarina, ciclamato, aspartame, Aselsufamo potasio, sucralosa,
aliame, y neotame. Algunas de estas sustancias fueron retiradas

del mercado durante los anos 1990s

Mahecha (1985), el gusto o sabor basico de un alimento puede ser
acido, dulce, salado, amargo, o bien puede haber una combinacion
de dos 0 mas de estos. Esta propiedad es detectada por la lengua.

Hay personas que pueden percibir con mucha agudeza un
determinado gusto, pero para otros su percepcién es pobre o nula;
por lo cual es necesario determinar que sabores basicos puede

detectar cada juez para poder participar en la prueba.
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Mahecha (1985), esta propiedad de los alimentos (sabor) es muy
compleja, ya que combina tres propiedades: olor, aroma, y gusto;
por lo tanto su medicidn y apreciacion son mas complejas que las

de cada propiedad por separado.

El sabor es lo que diferencia un alimento de otro, ya que si se
prueba un alimento con los ojos cerrados y la nariz tapada,
solamente se podra juzgar si es dulce, salado, amargo o acido. En
cambio, en cuanto se perciba el olor, se podra decir de qué
alimento se trata. El sabor es una propiedad quimica, ya que
involucra la deteccion de estimulos disueltos en agua aceite o
saliva por las papilas gustativas, localizadas en la superficie de la
lengua, asi como en la mucosa del paladar y el area de la
garganta. Estas papilas se dividen en 4 grupos, cada uno sensible
a los cuatro sabores o gustos:
e PAPILASIFORMES: Localizadas en la punta de la lengua
sensible al sabor dulce.
e FUNGIFORMES: Localizada en los laterales inferiores de
la lengua, detectan el sabor salado.
e CORALIFORMES: Localizadas en los laterales
posteriores de la lengua, sensible al sabor acido.
e CALICIFORMES: Localizadas en la parte posterior de la

cavidad bucal detectan sabor amargo.
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Figura N° 11. Las células sensitivas de Figura N° 12. Botdn gustativo. Tienen el

las papilas gustativas perciben los aspecto de unos cuerpos ovoides palidos,
sabores y transmiten esta informacional ~ de 50 a 80 um de altura y 30 a 50 um de
cerebro a través del nervio gustativo. anchura.

Poro del gusto

Célula gustativa

poro gustativo

Seccidn transversal
de la papila gustativa

papila

fibra gustativa

nerviosa

FUENTE; Nofre y Tinti (1996)

5.6.2  Fisiologia del sabor dulce

Multon (2006), menciona que las células sensoriales del sabor
dulce, en numero de medio millar se encuentran agrupadas entre
50 a 60 en los botones gustativos agrupados asimismo de pocas
unidades a varios centenares de las papilas gustativas de la

lengua.

Heraud y Roux (1976), menciona que existe una enorme
especificidad, de tal forma que el disefio de una molécula de sabor
dulce, implica una interaccion entre un proton débilmente &cido,
como puede ser el de un grupo OH, el de una amida o imida, o el
adyacente a un grupo nitro, que lo active, con una base de Lewis,
que incluso podria ser un sistema con electrones w, un ndcleo
bencénico o un aceptor de protones a una distancia entre 2,5A y
4A, incluso hasta 5,4A. En este caso, los terminales de las papilas
gustativas ofrecen a aquellos grupos dos posiciones, una donadora

e protones (A-H) y otra de base de Lewis (B), complementarias.
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Figura N° 13. Fijacién de una molécula dulce
sobre el receptor.

SUSTANCIA
DULCE
A—H e
2,5 |
4A
Bl--{H
\
RECEPTOR

FUENTE: Heraud y Roux (1976)

Kier (1972), menciona que existe una enorme especificidad, de
tal forma que el disefio de una molécula de sabor dulce, implica
una interaccion entre un proton débilmente acido, como puede ser
el de un grupo OH, el de una amida o imida, o el adyacente a un
grupo nitro, que lo active, con una base de Lewis, que incluso
podria ser un sistema con electronesr, un nicleo bencénico o un
aceptor de protones a una distancia entre 2,5 y 4 A , incluso hasta
54 A. En este caso, los terminales de las papilas gustativas
ofrecen a aquellos grupos dos posiciones, una donadora de
protones (A-H) y otra de base de Lewis (B), complementarias.

Figura N° 14. Diagrama de Van Der Walls
SITIO
HIDROFOBICO

INTERACCION
DE VAN DER WAALS

A —H oo B
ENLACE DE HIDROGENO
FUENTE: Kier (1972)
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Nofre y Tinti (1996), menciona que algunas veces se produce una
interaccion de Van der Waals a través de dipolos reforzada por
grupos proximos que la activa y la orientan en una conformacion
tal que coincide con los grupos del receptor. En nuestra lengua
fundamentalmente estan situados en la punta que es donde mejor
se percibe dicho sabor. La disposicién podria ser un triangulo
escaleno tal como se indica en el dibujo (Teoria tripartita de
Kier), en la que la sustancia X hidrofobica corresponderia a la B

de Shallenberger.

Nofre y Tinti (1996), menciona que la introduccion del grupo
hidrofébico que modifica las energias de hidratacion, explica la
especificidad conformacional del sabor dulce en algunas

moléculas

Nofre y Tinti (1996), dice que hasta incluso se puede complicar
mas por activacion de las posiciones dadoras o receptoras por
grupos dispuestos en una determinada geometria espacial, como
indica el modelo Tinti-Nofre de 1991. Este modelo postula hasta
ocho lugares de interaccion retomando los AH...B de
Shallenberger e incluyendo el X de Kier como grupo hidrofébico
G, pero completandolo con otros cinco, de los que el D (podria
ser un grupo saturado de caracter acido), tiene un papel
importante, mientras que los otros cuatro, mas alejados E1, E2 XH
e Y, simplemente modifican aumentando o disminuyendo el

caracter dulce.

35

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO H#E Nacional de

Nacional del
Altiplano

Figura N° 15. modelo de Tinti - Nofre y el modelo tripartito de Kier

't E: ) ' .\'I‘I'I()VIIH)R()I"()I&l(i() SITIOAIDROFOBICO

[ \

| l", P~

\ ™/
1t

L@-G ) G

-
1)

E 7 (:_Al

fEA MODELO TRIPARTITO
MODELO DE TINTI-NOFRE DE KIER

FUENTE: Tinti — Nofre (1996)

Multon (2006), dice que por este modo se llegd a disefiar y
justificar por qué el acido sucronico tiene un poder edulcorante
200.000 veces superior a la sacarosa. Actualmente se construyen
por simulacion computacional modelos de receptores idoneos
para explicar este sabor. La especificidad es tan grande, que si la
distancia disminuye, la polarizacién varia, y el cerebro interpreta
un sabor opuesto; el amargo. Es mas dado que deben coincidir los
grupos en determinadas posiciones espaciales, puede ocurrir que
un compuesto con isomeria Optica dextrdgira, produzca una
sensacion dulce, mientras que el isémero levogiro lo tenga
amargo, por ejemplo la I-fenilalanina es amarga mientras que la

d-fenilalanina es dulce.

5.6.3  Analisis sensorial.

Anzaldua (1994), define al analisis sensorial o evaluacion
sensorial como el andlisis de alimentos y otros materiales por
medio de los sentidos. La palabra sensorial se deriva del latin
sensus, que quiere decir sentido. La evaluacion sensorial es una
técnica de medicién y analisis tan importante como los métodos
quimicos, fisicos, microbiologicos, etc. Este tipo de anélisis tiene

la ventaja de que la persona que efectua las mediciones lleva
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consigo sus propios instrumentos de andlisis, 0 sea sus cinco
sentidos; por otro lado define tres pasos importantes para realizar

el analisis sensorial.
A. Organizacion y formato de las pruebas.

El proceso de analisis se realizara llevando a cabo una prueba
duo trio, que nos permite en este caso determinar el poder

edulcorante del esteviésido.

B. Proceso sensorial.

Anzaldua (1994), hace referencia a la capacidad y
sensibilidad puesto que esto aumentan con un entrenamiento
de los jueces que participaran en el proceso de analisis
sensorial, por lo que los criterios de seleccién no deben ser
excesivamente rigurosos, por otro lado todos los jueces deben
ser asesorados e instruidos sobre cuestiones préacticas

generales acerca de la prueba.
C. Cuestionario o formulario de la prueba.

En la prueba de andlisis sensorial para determinar el poder
edulcorante del esteviosido, los jueces tendran tres muestras
una de ellas sera la muestra patron (R), y las otras dos
muestras estaran codificadas, que seran las muestras que se
desean comparar con la muestra patron (R), la labor del juez
sera de identificar la muestra que sea igual a la muestra patrén
(R), esta informacidn se describira en las cartillas que tendran
los jueces pruebas descritas por Anzaldua (1994).
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2.46 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION POR
ESPECTROFOTOMETRIA.

Alcézar (2002), menciona que la espectrofotometria es una técnica de
analisis que permite identificar o cuantificar sustancias, a través de la
determinacion o medicion del espectro de absorcion de energia y de la
cantidad de esta absorbida por la sustancia (interaccion de materia y

energia en forma de radiacion).

Matissek, Schenepel y Steiner (1988), describen en su libro sobre analisis
de los alimentos, a la ley de de “Bourguer-Lambert- Beer”, como la
variacion de la intensidad de luz transmitida por una muestra con el
espesor de ella o con la concentracion de la sustancia, para materiales
transllcidos. Estas relaciones permiten hallar la concentracion de una
especie quimica a partir de la medida de la intensidad de luz absorbida

por la muestra.

Esta ley se puede expresar en términos de potencia de luz o de intensidad

de luz, asumiendo luz monocromatica, como:

1[.—6';{.EJL'
Ty=l; =

Donde:

Taes latransparenciade la muestra en longitud de onda A.

I, es la intensidad de la luz transmitida por la muestra.

I, es la intensidad de la luz que incide sobre la muestra y que proviene de
la fuente.

ex. es el coeficiente de absortividad molar en unidades de M. cm™.

b, es la longitud de la trayectoria del haz de luz a través de la muestra o el
espesor de la celda en cm o lo que se conoce como paso optico.

C, es la concentraciéon de moléculas absorbentes.
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I1l. MATERIALES Y METODOS.

3.5 MATERIALES.

3.1.3 LUGAR DE EJECUCION DEL PROYECTO.

El presente trabajo de investigacion se realizo en la ciudad de Puno del
departamento de Puno a 3825 msnm, en las instalaciones de la Universidad
Nacional del Altiplano.

> Laboratorio de Ingenieria de la escuela profesional de Ingenieria
Agroindustrial, Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional del Altiplano (UNA)- Puno.

» Laboratorio de Investigacion y Medio Ambiente de la Universidad
Nacional del Altiplano (UNA)-Puno.

» Laboratorio INDA de la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM) de la ciudad de Lima.

» Laboratorio de Procesos Unitarios de la Facultad de Ingenieria
Quimica de Universidad Nacional de Ingenieria UNI de la ciudad de

Lima.

3.1.4 MATERIA PRIMA E INSUMOS.

3.1.2.3 MATERIA PRIMA.

Para el presente trabajo de investigacion se utilizaron hojas secas
trituradas de estevia, las cuales fueron traidas desde Caranavi —
Bolivia, ya que estas recien se estan produciendo en las zonas

tropicales de nuestro departamento.
3.1.2.4 INSUMOS.

Los insumos que se utilizaron son los siguientes.

e Carbonato de calcio.

e Hidroxido de calcio (Ca;OH).
¢ Agua destilada.

¢ Alcohol etilico.
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3.1.35 MATERIALES.

o Matraces.

¢ \/asos de precipitados.
e Varillas de vidrio.

e Probetas.

e Lunas de reloj.

e Erlenmeyer.

e Equipo soxhlet.

e Balones.

3.1.3.6 EQUIPOS.

¢ Desionizador con resinas de intercambio ionico (AQUATROL).
e Bomba de vacio.

¢ Destilador de agua.
¢ Agitador.

e Cocinas.

e Termémetro.

e Estufa.

¢ Espectrofotometro.
¢ Balanza analitica.

e pH-metro.

e Refrigeradora.

e Autoclave.

e Centrifugadora.

¢ Molino.

e Filtros de carbdn activado.

3.1.3.7 REACTIVOS.

e Acido clorhidrico al 10%.

e Solucion de hidréoxido de sodio al 50%.
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3.1.3.8 OTROS.

e Papel aluminio.
e Cinta masking.
e Fibra de vidrio.

e Bolsas de polietileno.

¢ Ollas de acero inoxidable.

3.6 METODOS DE ANALISIS

3.24. ANALISIS PROXIMAL DE LAS HOJAS DE ESTEVIA.

A. Determinacion de humedad.- Se realiz6 por desecacion en una estufa a
65°C con una muestra de 5 gramos, hasta lograr peso constante
durante 12 horas, la determinacion de humedad se hizo por diferencia
de peso entre el peso inicial y el peso final, obteniéndose el porcentaje
de humedad (AOAC, 1993).

peso inicial — pese final
0y de humedad = x 100
Gr. de muestra.

B. Determinacién de proteina total.- Se determindé por el método
semimicro kjedahl, usando el factor de 6.25 para convertir el
nitrogeno a proteina total. El procedimiento comprende 3 fases:
digestion, destilacion y titulacién. Se peso 0.1 gr. De muestra, se lleva
a un balon Kjeldahl, se agrega 2.5 ml. De acido sulfurico y se coloca
en una cocina de digestion hasta que quede cristalizado. La muestra
digerida se agrega NaOH, e inmediatamente se conecta el vapor para
que se produzca la destilacion, se coloca el refrigerador y se recibe
destilado en el erlenmeyer con contenido de acido borico mas
indicadores de pH; la destilacion termina cuando hay un viraje de
color, luego se procede a la titulacion con HCL. Se anoto el gasto y se

promedio a hacer los célculos con la siguiente formula.
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ml HCl x normalidaod »x Meq x N,
o N = =% 100
Gr de muestra.

F= factor de conversion (6.25)

C.Determinacién de grasa.- Se determiné mediante el método de
soxhlet, para lo cual se peso 2 gr. De muestra, se empaqueta en un
papel filtro Whatman N°2 se coloca el paquete en el cuerpo del
aparato soxhlet, debe ser destarado libre de humedad (anotando peso)
y luego agregar el hexano, seguidamente se conecta a una fuente de
calor, al calentarse se evapora y asciende a la parte superior, alli se
condensa por refrigeracion y cae sobre la muestra, regresando al balén
por sifon. Se evapora el hexano remanente en el balon wen una estufa
a 60°C y enfria en una campana. Los célculos se realizaron con la

siguiente formula.

(peso de balon + grasa) — (peso de valon vacio) .

Bgrasa = 100

peso de muestra.

D. Determinacion de cenizas.- Se realiz6 por 30 minutos de calcinacion,
después de esto se retira el crisol y deja enfriar, con el disgregador se
rompe las particulas incineradas en forma uniforme e introducir
nuevamente el crisol, transcurrido el tiempo se saca el crisol y dejar
enfriar a temperatura ambiente, colocar en un desecador y luego pesar.

El porcentaje de cenizas de determina de la siguiente manera (AOAC,

1
9

%cenizc%s _ (peso del crisol + cenizas) — (peso del crisol vuciﬂ]x 100
3 peso de muestra.

)
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3.2.5. ANALISIS FISICO-QUIMICO DE LAS MUESTRAS.

Determinacién del valor del pH.- Se tomé 10 ml. de la muestra,
seguidamente se procede a introducir el electrodo y leer inmediatamente el

valor en el potenciometro previamente calibrado con solucion buffer.

Imagen N° 02. Correccion del pH Imagen N° 03. Espectrofotometro.
de la muestra.

Absorvancia y Transmitancia.- Se determinG por espectrofotometria, a

una longitud de onda de 210 nm.
Sélidos soluble.- Se cuantifico con el refractometro Carl zeiss.

Concentracion.- La determinacion de la concentracion de estevidsido se
realizo por el método de espectrofotometria UV a 210 nm. (Nikolo et al.
1994, citados por Pasquel et al 1999), la concentracion del estevidsido
durante el desarrollo de la investigacion fue expresada en mg. de
estevidsido/ml de solucion, en base a la curva de calibracidn, realizada con

un esteviosido al 97 % de pureza (ver metodologia 3.2.3).

Rendimiento de extraccion.- Se cuantifico el rendimiento como porcentaje
del producto obtenido referido al peso inicial de la materia prima.
{peso del estevidsido)

Rendimiento % = # 100
{peso de las hojas de estevia)
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3.2.6. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ESTEVIOSIDO
POR ESPECTROFOTOMETRIA UV.

Materiales y reactivos:

Solucidn estandar de estevidsido. Preparar 6 soluciones entre 0.016 y 0.1

mg/ml. de esteviosido.
Procedimiento:

Preparacion de la curva estandar. Se realiz6 la curva de calibracion de

equipamiento con 6 puntos de una muestra comercial de estevidsido 95%
diluido en agua, en las concentraciones seleccionadas (0.016, 0.032, 0.049,
0.065, 0.082 mg/ml). Haciendo una regresion lineal entre las
concentraciones utilizadas y las absorbancias observadas, obteniendo la

siguiente correlacion:
CURVA ESTANDAR DEL ESTEVIOSIDO

Para la determinacion de la curva estandar del estevidsido se realizo con los

datos siguientes.

Cuadro N° 07. Resultados de la absorvancia.

Concentracion Absorvancia
0.01641 0.219
0.03282 0.433
0.04924 0.635
0.06565 0.838
0.08200 1.102

Figura N° 16. Curva estandar del esteviosido.
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Los valores de concentracion de estevidsido y absorvancia para la curva
estandar de esteviosido fueron analizados por medio de una regresion lineal,
la cual proporciono una linea recta con pendiente positiva, cuya ecuacion es
la siguiente Y= aX+b, donde Y es el valor de la absorvancia y X es la
concentracion de estevidsido (mg de esteviosido / ml de solucion).

A=13.236
B=-0.000615

El coeficiente de correlacién fue de R?=0.997

absorvancia + 0.000615
13.2364432

Concentracian =

Analisis de muestra. Se realizo la espectrofotometria de las diferentes

muestras de cada uno de los diferentes tratamientos estudiados segun el plan
experimental de manera que se determina su absorvancia a la longitud de

onda seleccionada (210 nm).

3.7 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
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3.3.3.DESCRIPCION DEL PROCESO DE EXTRACCION DE
ESTEVIOSIDO DE LAS HOJAS DE ESTEVIA.

3.3.1.4 FASE DE EXTRACCION ACUOSA DEL ESTEVIOSIDO.

Figura N° 17. Flujo del proceso de la primera fase.

HOJAS DE ESTEVIA

Filtrado de las hojas de [TrituraCién ]
estevia, con dos lavados ﬂ Materia prima
(diafiltracion). - solvente.

\ Il Temperatura.

. Tiempo.
Rendimiento bruto 15 miE - 45 min
20 tratamient — ' '

—— i ] >,{knaI|S|s de las muestras |
determinados por el
Disefio central ﬂ
compuesto rotable Extracto de hojas de estevia
DCCR.

Fuente: Elaboracion propia (2009)

a) MATERIA PRIMA.

Para realizar el presente trabajo de investigacion se utilizo como
materia prima hojas de estevia, las cuales fueron secadas a la
sombra Imagen N°04, también pueden ser secadas en camaras de
desecaciéon como se muestra en la Imagen N°05, con una

humedad aproximada de 6-10%.

Imagen N° 04. Secado solar de Imagen N° 05. Horno para el
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estevia. secado de la estevia.

b) TRITURACION.

Después de secadas, las hojas de estevia son trituradas en un
molino de disco de uso manual, a fin de que estas incrementen su

area de contacto.

¢) LIXIVIACION.

Es en esta etapa del proceso donde las hojas fueron mezcladas con
un solvente que en este caso agua y donde se evalUa la proporcién
materia prima/solvente, temperatura y tiempo de tratamiento

como se muestra en la Figura N°04.

De acuerdo a la bibliografia, debe de agregarse 5% de carbonato
de calcio respecto a la materia seca para mejorar el proceso de

extraccion del edulcorante de las hojas.
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Imagen N2 06. Proceso de
lixiviacién de las hojas

d) EILTRACION.

Se realiz6 utilizando un pafio de trama fina con la finalidad de
retener particulas mayores, el solido es lavado con agua, para ser
otra vez filtrado, donde el agua del lavado se reincorpora al
extracto, este proceso se repite por 2 veces, para finalmente pasar
por un filtro de carbon activado, es en esta etapa donde se evalla
el efecto que ejerce la temperatura, tiempo y proporcion materia

prima solvente en el rendimiento bruto del extracto.

Imagen N° 07. Filtrado de las hojas con un pafio de trama

fina. .
| 1=

o
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3.3.1.5_FASE DE PURIFICACION DEL EXTRACTO DE HOJAS DE
ESTEVIA.

Esta fase se desarroll6 con las caracteristicas de la muestra
representativa de la primera fase aguella con la que se obtiene un

mayor rendimiento.

Figura N° 18. Flujo del proceso de la segunda fase.
EXTRACTO DE LAS HOJAS DE ESTEVIA

1

[ Precipitacién de impurezas ]

Con Hidréxido de calcio
Ca OH2

Nivel bajo 65 %
Nivel medio 10 %
Nivel alto 13.5%

-

Con una solucién de
HCI 0.1 N. [Correccic’)n del pH de la ]
Nivel bajo 8 pH Solucion

Nivel medio 10 pH
Nivel alto 12 pH

<3

Columnas con resinas.
Purlflcamon con resinas de } Resina anionica.

Intercambio iénico Resina cationica

<3

Andlisis de las  muestras
mediante espectrofotometria
para medir la concentracion.
(Ver titulo3.2.3).
20 tratamientos.

AnaI|S|s de las muestas ]

EXTRACTO PURIFICADO
Fuente: Elaboracion propia(2009).

a) Precipitacion de impurezas.

La precipitacion de impurezas se realizé con hidroxido de calcio,
en esta etapa se evaluo a tres diferentes concentraciones durante
toda una noche, con la finalidad de remover sustancias de elevado
peso molecular como se observa en la Imagen N°08, donde esta se
centrifuga obteniendo el sobrenadante que luego es purificado y
el sedimento del extracto es desechado.
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Imagen N° 08. Precipitacion de impurezas con
Ca (OH)2

b)  Purificacion con resinas de intercambio iénico.

En esta etapa del proceso se evaluo el efecto de la concentracion de
hidroxido de calcio y pH de la solucidn antes de ingresar a las
columnas de intercambio io6nico, el pH es corregido antes de

ingresar a las columnas con HCI 0.1 N.

El extracto obtenido del proceso anterior se purifico en las
columnas de intercambio i6nico, pasando primero por la columna
anionica que contiene resinas acidas, donde quedan retenidas las
sales y compuestos alcalinos, para luego pasar por la columna
cationico que contiene resinas alcalinas, donde quedan retenidos

compuestos acidos, obteniendo asi una muestra cristalina.

Las resinas de intercambio ionico fueron regeneradas de acuerdo a

las especificaciones técnicas (ANEXON°13).
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Figura N° 19. Desionizador AQUATROL.

N

megometro.

salida de ligquido

HCI

il

columna acida columna alcalina

ﬁ juntas universales

entrada de liquido

=

filtro de agua
R

Fuente: Elaboracion propia.

Imagen N° 09. Purificacion con columnas
de intercambio i6nico
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3.3.1.6 FASE DE DESHIDRATACION DEL EXTRACTO DE HOJAS
DE ESTEVIA.

Figura N° 20. Flujo del proceso de la tercera fase.

EXTRACTO PURIFICADO

v v

Atomizado [ Secado en estufa ]

l . Se evalua el
ESTEVIOSIDO rendimiento total

del proceso

Fuente: Elaboracion propia (2009).

En esta fase del proceso se analiz6 el rendimiento total del proceso,
por dos tipos de deshidratacion, una deshidratacion por atomizacion y
otra en una estufa, la evaluacién es por una comparacion de las medias
muestrales, el rendimiento total del proceso esta dado por la siguiente

formula.

peso total de muestra deshidratada

% Rendimieto = , : * 100
peso de las hojas de estevia

a) Secado por atomizacion.

Una vez purificado el extracto de hojas de estevia por medio de
las columnas de intercambio i6nico en la segunda fase del
proceso, se obtuvo una solucion color transparente y con una
concentracion aproximada de 0.059 gr de esteviosido por ml de

solucion.
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La primera prueba se realizo en el equipo atomizador de la planta
piloto del INDA (Instituto Nacional de Investigacion Agraria) de
la Universidad Nacional Agraria la Molina, para dicha prueba se
utilizé un encapsulante (maltodextrina 300 gr por cada 10 litros
de muestra), se obtuvo al final del proceso 280 gramos de
producto (90% maltodextrina 10% esteviosido
aproximadamente), esto pudo deberse a que el equipo era muy
grande para tan poca materia prima, por lo que se descarto el uso

de este equipo.

La segunda prueba se realizé en un equipo atomizador del
laboratorio de operaciones unitaria de la Facultad de Ingenieria
Quimica de la Universidad Nacional de Ingenieria UNI, y para
esta prueba se concentro la muestra a 7°BRIX de acuerdo a las
especificaciones del equipo para evitar el problema del resultado
anterior. Cabe resaltar que en este proceso no se utilizo

encapsulante.

Imagen N° 10. Atomlzador de part|culas UNI LIMA
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Imagen N° 11. Esteviosido en polvo.

Figura N° 21. Esquema general del atomizador de

particulas
l
salida de vapor de agua

deposito de muestra seca

entrada de solucion

para deshidratar

camara de atomizado

entrada de aire caliente ——

Fuente: Elaboracion propia.

a) Secado en estufa.

Este proceso se realizO en una estufa convencional a una
temperatura de 60°C durante 48 horas, donde las muestras fueron
colocadas en crisoles de porcelana, obteniendo al final de este
proceso cristales solidos color &mbar de sabor dulce y amargo

caracteristicas del esteviosido.
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3.3.4.DESCRIPCION DE LA DETERMINACION DEL PODER
EDULCORANTE.

En esta fase del proceso analizamos el poder edulcorante del extracto de hojas
de Estevia, mediante una prueba de comparacion de dos muestras (ddo trio)

tal como lo describe Urefia et al. (1999).

Preparacion de las muestras.

Se hace una comparacion con la sacarosa industrial que varia desde 150 veces

hasta 250 veces en proporcidn de la sacarosa.

Muestra patron.

Se peso 1 gr. de estevidsido y se disuelven 2 litro de agua.

Muestras a analizar.

Se disuelvio en dos litros de agua sacarosa en proporciones que oscilan entre
150 hasta 300, es decir un gramo de estevidsido y, 150, 170, 190, 220, 250

gramaos de sacarosa para cada muestra.

Procedimiento de la prueba duo trio.

Se coloco las muestras en tres vasos codificados (una muestra patrén y dos
muestras con diferente concentracidn de azucar), se presentaron los jueces,
las cuales analizaron y determinaron cual es la muestra parecida a la muestra
patrén, Para esta prueba se requiere un minimo de 10 jueces segn Larmond
(1977), citado por Anzaldua Morales (1994).
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3.8 DISENO ESTADISTICO EXPERIMENTAL.

3.44 FASE DE EXTRACCION DEL EDULCORANTE DE LAS HOJAS DE
ESTEVIA.

En esta fase se utilizo el disefio central compuesto rotable (DCCR), ya que
permite evaluar directamente la curvatura de un modelo y a partir de ella

optimizar el disefio factorial.

Cuadro N°08. Cinco niveles de un disefio central

compuesto (DCC)
Nivel codificado (X1) Denominacion
-a Nivel minimo
-1 Nivel bajo
0 Nivel medio
+1 Nivel alto
+a Nivel maximo

Fuente: Ibafez, (2005).
El nimero de tratamientos es igual a:
N=2+2p+c
Donde:

N = NUmero de tratamientos.
C = constituye el nimero de puntos centrales.

p = numero de factores de estudio.
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Factores en estudio para la determinacién del rendimiento en la

extraccion de esteviosido en la primera fase

Factores Niveles  (minimo vy
maximo)

- Proporcion de la materia prima/ solvente 6.5 - 23.5 (gr/ml)

- Temperatura -10-110°C

- Tiempo 5-55min

Variables de Respuesta
- Concentracion (gr./ml.)
- Rendimiento (%)

Cuadro N2 09. Valores extremos de los factores de estudio.

Factores de estudio
Nivel o Proporcién de
codificado | denominacion lamateria | Temperatu | Tiempo
(x1) prima/ solvente |  ra (°C) (min.)
(gr/ml)

% Nivel minimo 6.5 -10 5

-1 Nivel bajo 10 14 15

0 Nivel medio 15 50 30

+1 Nivel alto 20 86 45

+a Nivel méximo 23.5 110 55

Fuente: Elaboracion propia (2009)

Matriz de Disefio
En el Cuadro N° 3, se muestra el niUmero de tratamientos evaluados para
determinar los parametros de lixiviacion (mp/sol, tiempo y temperatura), el

resultado de los ensayos experimentales se muestra en el Anexo N°1.
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Cuadro N2 10. Tratamientos de la primera fase.

CUADRO DE TRATAMIENTOS
N° de Mp./sol. Temperatura (T°) Tiempo (t)
tratamientos Gr/ml. (C9 Min.
1 10 14 15
2 20 14 15
3 10 86 15
4 20 86 15
5 10 14 45
6 20 14 45
». 10 86 45
8 20 86 45
9 6.5 50 30
10 23.5 50 30
11 15 -10 30
12 15 110 30
13 15 50 5
14 15 50 55
15 15 50 30
16 15 50 30
17 15 50 30
18 15 50 30
19 15 50 30
20 15 50 30

Fuente: Elaboracion propia (2009)

345 FEASE DE PURIFICACION DEL EXTRACTO DE LAS HOJAS DE
ESTEVIA.

En esta fase también se utilizo el disefio central compuesto rotable (DCCR),

ya que en esta fase se quiere optimizar el proceso.
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En esta fase las muestras fueron tratadas con diferentes concentracion de
hidroxido de calcio (CaOH), en base a lo recomendado (10% de CaOH),

tomando las siguientes concentraciones con 6 puntos centrales.

Factores en estudio para la determinacion del rendimiento en la

extraccion de estevidsido en la segunda fase

Factores Niveles (minimo y méximo)
- pH 7.1-12.8
- CaOH 5-15%

Variables de Respuesta

- Concentracion (gr. /ml.)
- Rendimiento (%)

Cuadro N° 11. Codificacion de los factores de estudio.

_ Factores de estudio
Nivel
codificado denominacion pH CaOH>
(x1)
= Nivel minimo 7.1 5
-1 Nivel bajo 8 6.5
0 Nivel medio 10 10
+1 Nivel alto 12 135
+ a Nivel maximo 12.8 15

Fuente: Elaboracion propia (2009)

Matriz de Disefio

En el Cuadro N° 12, se muestra el niUmero de tratamientos evaluados para
determinar los parametros de purificacion (% de hidroxido de calcio y pH),
donde el resultado de los ensayos experimentales se muestra en el Anexo
N° 02.
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Cuadro N° 12. Tratamiento del

disefio.
T Factores reales
tratamientos | hidréxido pH
1 6.5 8
2 13.5 8
3 6.5 12
4 13.5 12
5 5.05025 10
6 14.9497 10
7 10 7.17157
8 10 12.8284
11 10 10
12 10 10
13 10 10
14 10 10

Fuente: Elaboracidn propia (2009)
Siendo el modelo matematico:
Y =b, +b, X, +b, X, +b, X7 +b,,XZ +b, X, X,
Donde:
Y = Variable de respuesta (rendimiento)
b = Coeficiente de regresion lineal.
X1 = Variable de estudio (hidréxido de calcio).

X2 = Variable de estudio (pH).
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3.4.6 FASE DE DESHIDRATACION DEL EXTRACTO PURIFICADO DE
LAS HOJAS DE ESTEVIA.

Para la tercera fase del proceso, se analizd los resultados obtenidos por
ambos métodos por una comparacion de medias muestrales, para establecer
si existe una diferencia significativa de ambas pruebas, y determinar con

cual prueba se pueden obtener mejores resultados.

Factores de estudio.
- Secado por atomizado.

- Secado en estufa.

Variable de repuesta.

- Rendimiento total del proceso. (gr. de stevidsido /gr.de hojas secas).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

4.6 ANALISIS PROXIMAL DE LAS HOJAS DE ESTEVIA.

En el Cuadro N° 13, se presentan los datos de la composicion quimica proximal de
las hojas de estevia, dichas caracteristicas se determinaron de acuerdo a la

metodologia antes mencionada.

Cuadro N° 13. Porcentaje de la composicion quimica proximal de las hojas
de estevia (Stevia rebaudiana Bertoni) y sedimento del extracto.

c . Porcentaje en base Porcentaje en Sedimento del
omponentes
P himeda%. base seca%. extracto%.
Humedad 6.39 0 0
Proteinas 13.15 14.05 8.06
Grasa 13.40 14.4 10.68
Cenizas 8.03 8.20 57.38
Fibra 11.52 12.3 6.19
Carbohidratos 47 .51 51.04 17.69

Fuente: Elaboracion propia (2009)

De los resultados obtenidos se puede observar que las hojas de estevia presentan una
humedad de 6.39 %, proteinas 13.15%, grasas.13.40%, cenizas, 8.03 % fibrall.52%
y de carbohidratos 47.51%.

Realizando una comparacion existe una diferencia entre los valores obtenidos con
respecto a la composicion quimica proximal de las hojas de estevia determinada por
Manish y Rema (2006), donde las hojas de estevia contienen (proteinas 20.42%,
carbohidratos 35.20%, cenizas 13.12%, grasas 4.34%), y podemos observar que
presentan variaciones bien marcadas, esto puede deberse a la variedad de la planta,
condiciones de cultivo, edad fisioldgica de la planta y manejo post cosecha, por lo
cual es recomendable trabajar con hojas cosechadas antes de la floracion tal como lo

menciona Brandle (2001) puesto que la informacion en cuanto a valores del analisis
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proximal son escasos, podemos concluir que el porcentaje de proteinas, grasa,
cenizas y carbohidratos pueden variar de acuerdo a los factores antes mencionados
por Branble (2001).

Asi mismo se puede observar en el Cuadro N°13, el contenido de carbohidratos es
elevado, Cramer e lkan (1987), hace referencia que una gran parte de los
carbohidratos presentes en las hojas son esteviosido y Rabondsidos, esto podria
corroborarse puesto que el contenido de carbohidratos presentes en las hojas de

estevia es bastante elevado.

En el Cuadro N°13, también se presenta los datos de la composicion quimica
proximal del sedimento del extracto de las hojas de estevia que es desechada en el
proceso de precipitacion de impurezas, y como podemos observar el contenido de
cenizas es bastante alto, esto debido a que en el proceso de lixiviacion, y
precipitacion se les afiadio carbonato de calcio, e hidroxido de calcio,
respectivamente cabe destacar que los compuestos antes mencionados son inocuos
en pequefas cantidades, entonces podemos decir que este sedimento se podria usar
como un componente de los alimentos balanceados para animales de corral,

utilizando asi el gran contenido de calcio y de proteinas que contienen.

4.7 PRIMERA FASE: ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA PROPORCION
MATERIA PRIMA/SOLVENTE, TEMPERATURA Y TIEMPO DE
TRATAMIENTO CON RESPECTO A LA CONCENTRACION Y
RENDIMIENTO BRUTO DEL EXTRACTO.

4.2.1 Estudio de la influencia de la proporcion materia prima/solvente,
temperatura y tiempo con respecto a la concentracion en la primera

fase.

Los resultados de la primera fase se presentan en el Anexo N°1 y en el
Anexo N°3 se presenta el analisis de varianza respecto a la concentracion
del extracto, podemos decir entonces que solo la variable tiempo (C) tiene
significancia respecto al rendimiento, observando de esta manera un
comportamiento ascendente, esto quiere decir que conforme pase mas

tiempo de tratamiento mayor sera la concentracion de esteviosido, lo que
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quiere decir que esta si esta variable cambia, afecta de manera directa a la

concentracion del extracto.

Por otro lado las variables materia prima solvente (A), y temperatura (B), no
tienen significancia, lo que quiere decir que el incremento 0 decremento de
estas variables no afectan de manera significativa a la concentracion de
esteviosido del extracto, lo mismo sucede con la combinacion de las
variables (AB), (AC), (BC), y (CC) lo que quiere decir que una

combinacion de estas no afectan significativamente a la concentracion.

El efecto cuadratico (AA), y (BB), es altamente significante, podemos decir
entonces que la combinacion cuadratica de estas variables afecta de manera
significativa a la variable de respuesta de concentracion.

Figura N2 22. Efectos principales de las variabls de estudio respecto a la

concentracion.
(X 0.001)
54

51 ]
48 - i

45 i

concentracion

2t iy

39 =
10.0 20.0 14.0 86.0 15.0 45.0
mp sol temperatura tiempo

Fuente: Elaboracion propia (2009)

En la Figura N° 22 se presenta el comportamiento de las variables de
estudio, donde podemos observar que a medida que incrementa la relacion
materia prima/solvente, incrementa la concentracion hasta llegar a un punto
de 1/14 a 1/15 y luego disminuye, al respecto Kutowi (1999) indica que
muy poca cantidad de agua disminuye la extraccion de compuestos
endulzantes y que demasiada cantidad de agua aumenta la extracciéon de
compuestos endulzantes, por otro lado Rojas (1999)indica que las hojas de
estevia podrian tener un concentracion hasta de 10 % pero sin embargo

Brandle (2001)menciona que la cantidad de esteviosido presentes en las
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hojas pueden variar por diversos factores como variedad de la planta,
condiciones de cultivo y manejo post cosecha.

También podemos observar el comportamiento de la temperatura que a
medida que incrementa la temperatura se incrementa la concentracion hasta
Ilegar a un punto /de 40 a 50°C y luego disminuye la concentracién, por otro
lado el tiempo tiene un comportamiento ascendente, a medida que se
incrementa el tiempo se incrementa la concentracion hasta llegar a un

méximo de 55 min.

Cuadro N° 14, Optimizacion de las variables de esturio respecto a la
concentracion.

Valor 6ptimo = 0.05537 gr/ml.
Factor Bajo Alto Optimo paf?‘,'a
concentracion
Materia 6.59104 23.409 14.3986
prima/solvente
Temperatura -10.5445 110.545 44,5499
Tiempo 477311 55.2269 55.2269

Fuente: Elaboracion propia.

Por tanto los resultados segin el Cuadro N#14 (cuadro de optimizacién de
las variables), podemos decir que en proporcion materia prima 1/14,
temperatura de 44.5°C y un tiempo de tratamiento de 55 minutos son las

variables optimas para la extraccién para obtener una mayor concentracion.

Estos resultados no necesariamente nos indican que a mayor concentracion
hay un mayor rendimiento, puesto que la concentracion varia por el factor
de dilucion estudiados (materia prima /solvente), al respecto no hay
bibliografia que sustente este comportamiento, de ahi se considera trabajar

con las variables optimas respecto al rendimiento.
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4.2.2 Estudio de la influencia de la proporcién materia prima/solvente,

temperatura y tiempo con respecto al rendimiento en la primera fase.

Los resultados del rendimiento en la primera fase (ver Anexo N°2 y N°4) se
presenta el analisis de varianza donde se puede observar la variable A
(materia prima/ solvente) y C (tiempo), tienen efectos significativos con
respecto al rendimiento, lo cual nos indica que el incremento o decremento

de estas variables afecta significativamente al rendimiento.

Por otra parte la variable B (temperatura), no presenta significancia para el
proceso, es por ello que si variamos la temperatura, el rendimiento no se

vera afectado de manera significativa.

Las interacciones AB, AC y BC, resultaron ser no significativo para el
proceso de extraccion, entonces podemos decir que las combinaciones de las
variables materia prima solvente (A), tiempo (B), y temperatura(C), no

afectan de manera significativa al rendimiento.

Los efectos cuadraticos materia prima solvente (AA), resulto ser altamente
significativo para el rendimiento, al igual que la temperatura (BB), sin
embargo el tiempo (CC) resulto ser no significativo, esto quiere decir que

las interacciones A?, B?, afectan al rendimiento de manera significativa.

Estos resultados se pueden apreciar de mejor manera en el diagrama de
Pareto Figura N° 23.

De acuerdo a la tabla ANOVA (ver anexo 4), el estadistico R? explica el
88,78 % de nuestros tratamientos, eso quiere decir que nuestro modelo
estadistico se ajusta de manera satisfactoria con nuestros resultados, y
mediante la pruebas de falta de ajuste la P value = 0.30 es mayor que 0=0.05
por lo que se concluye que el modelo estadistico se ajusta adecuadamente,

siendo el modelo matematico:
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Rendimiento % = -9.35421 + 1.4695xX+ 0.0876086xY + 0.0517227%Z -
0.041395xX? - 0.00148773*xXxY - 0.000617495xXxZ -
0.00051935*Y? - 0.000354721*xZxY+ 0.0000332797xZ>

Donde:

- Ximpsol.
- Y1 temperatura.
- Zitiempo

AA
BB
A:mp sol

1N

U

C:tiempo

AB

BC
B:temperatura
AC

cc

|

2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura N° 23. Diagrama de Pareto.

En la Figura N° 24 se presenta la grafica de efectos principales para el
rendimiento, donde se puede observar el grado de relacién que existe
entre las variables de estudio respecto al rendimiento, donde se puede
observar que a medida que se incrementa la relacion de materia prima
solvente el rendimiento aumenta, hasta alcanzar un pico de 1/17 en
materia prima/solvente, luego de esto el rendimiento disminuye, de
igual manera se comporta la variable temperatura, donde alcanza un
optimo de rendimiento en el punto 42°C, por otra parte el

comportamiento de la variable tiempo tiene una trayectoria ascendente.

El comportamiento de estas variables se explica mucho mejor en las
Figuras N°25, N°26 y N°27.
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Figura N° 24.Grafica de efectos principales para el rendimiento.

Cuadro N° 15. Optimizacion de las variables para el rendimiento.

Valor éptimo = 6.927 %
Factor Bajo Alto Ofet:]rgiomp;;r]?oel
Materapimal | 650104 | 23.400 16.5879
temperatura -10.5445 | 110.545 41.7318
Tiempo 477311 55.2269 55.2269

FUENTE: Elaboracién propia (2009)

4.2.2.4 Estudio de la materia prima/solvente, vy el tiempo de

tratamiento respecto al rendimiento bruto del extracto.

En la Figura N° 25 se puede observar que a bajas y a muy elevadas
proporciones de materia prima/solvente disminuye el rendimiento,
al respecto Kutowi (1999), indica que esto podria deberse a que
muy poca cantidad de agua disminuye la extraccion de los
compuestos endulzantes y demasiada cantidad de agua aumenta la

extraccion de componentes indeseables.
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Por tanto los resultados segin el Cuadro N215 (cuadro de
optimizacion de las variables), en cuanto a la relacion materia
prima/solvente alcanza su punto 6ptimo en 1/16.5, para obtener un
mayor rendimiento de estevidsido, por otra parte Lopez y Pefia
(2005) recomienda trabajar con disoluciones de materia prima/
solvente de 1/10, asi mismo en él y trabajo de Alvarez y Couto
(1984) y Goto (1997) citados por Lopez y pefa (2005), hacen
referencia a la proporcion de materia prima solvente, y mencionan
que esta debe estar comprendida entre 1/10 y 1/ 60, pero el método
que el emplea para extraer el esteviosido de las hojas y luego
purificarlas es el descrito por Kutowi (1999) “extraccion del

esteviosido por membranas”.

Por otra parte Soto y Valdos (2002), hacen referencia que para la
extraccion de esteviosido, la proporcion debe ser de 50 gr. de hojas
en 700 ml de agua (1/14 Mp/sol), en el cual se obtuvo un
rendimiento promedio de 5%.

Realizando una comparacion de resultados podemos concluir que la
relacién materia prima/solvente obtenida en el presente trabajo se
encuentran comprendido en los rangos descritos por los autores

antes mencionados.

Il 0614
I 0.153
[ 0.820
[ 1.687
[ 2454
1 3.221
[ 3.988
Bl 4755
Il 5522
Bl 5.25%
Bl above

Figura N° 25. Efecto del tiempo y Mp/sol.
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4.2.2.5 Estudio de la temperatura y proporcion materia prima solvente
respecto al rendimiento bruto del extracto.

En la Figura N° 26 se puede observar que a medida que se
incrementa la temperatura, se incrementa el rendimiento, la
temperatura puede llegar a un optimo comprendido en un rango de
40°C a 60°C y luego esta disminuye, también se puede observar
que las muestras que fueron tratadas a muy bajas temperaturas
como -10 °C y muy altas temperaturas como 110 °C presentan un
decremento en el rendimiento, esto puede deberse a que a muy
bajas temperaturas no se disuelven los glicidos, y a muy altas
temperaturas se extraen sustancias no deseadas, al respecto Kutowi,
(1999) argumenta que el incremento de la temperatura genera una
extraccion excesiva de sustancias no deseadas las cuales hay que

remover en los procesos siguientes.

Por tanto los resultados segun el Cuadro N215 (cuadro de
optimizacion de las variables), en cuanto a la temperatura alcanza
su punto optimo en 42°C,al respecto Payzant (1999) citado por
Lopez y Pefia (2005), recomienda trabajar con temperaturas entre
ambiente y 60°C, por otro lado, Kinle (1982) citado por Pasquel et
al. (1999) hace referencia al método de purificacion con COy,
también recomienda que para la purificacion del extracto, las
temperaturas deben ser superiores a 31°C dato que se aproxima a

nuestro optimo de proceso (42°C).

Realizando una comparacion de resultados podemos concluir que la
temperatura 6ptima de tratamiento de 42 °C esta comprendida en

los rangos que sugieren Payzant (1999) y Kienle (1982).
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Il -3.355
B -2.400
I -1.445
1 -0.490
[10.465
11420
B 2.375
Il 3.330
Il 4.285
Hl 5.240
Bl zhove

Figura N° 26 Efecto de la temperatura y Mp/sol.

4.2.2.6 Estudio del tiempo de tratamiento y la proporcion de materia

prima/ solvente, respecto al rendimiento bruto del extracto.

Observando lo graficos de contornos N°26 se puede afirmar que la
variable tiempo, esta lejos de un punto optimo, pero estariamos
hablando del mejor tratamiento, en la combinacion de 55 minutos
Como se puede observar el tiempo es directamente proporcional al
rendimiento, es decir que a mayor tiempo de extraccion

(lixiviacion) se incrementa el rendimiento.

Por lo tanto los resultados segln el cuadro, N#15 donde se presenta
un cuadro de optimizacién de las variables, el tiempo alcanza su
punto optimo en 55 min, para obtener un mayor rendimiento de
estevidsido de 6.92%. Por otra parte Lopez y Pefia (2005)
utilizando el método de extraccion descrito por Kutowi (1999)
mencionan que el tiempo de extraccion del estevidsido dura 4 horas
aproximadamente, dato que coincide con el comportamiento de

nuestra variable de estudio.
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Figura N°27 Efecto del tiempo y Temperatura.

4.8 SEGUNDA FASE: ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DEL PH Y
PORCENTAJE DE HIDROXIDO DE_CALCIO, RESPECTO AL
RENDIMIENTO BRUTO DEL ESTEVIOSIDO.

Los resultados de la segunda fase (ver anexo N°6 y N&7) se presentan el analisis de

varianza (ANOVA) para el rendimiento, donde podemos observar que:

El pH (B) resulto ser altamente significativo para el proceso, al igual que su efecto
cuadratico (BB), lo que quiere decir que el incremento 0 decremento de estas
variables afecta de manera directa al rendimiento del proceso de purificacion del
extracto de las hojas de estevia, esto se puede observar claramente en el diagrama
de Pareto Figura N°28.

La variable CaOH> (A), resulto ser no significativo, lo que quiere decir que el
incremento y/o decremento de esta variable no ejerce un cambio significativo en el
rendimiento del proceso de purificacion del extracto, pero su efecto cuadratico
(AA) resultd ser altamente significativo al rendimiento del extracto purificado, si
bien es cierto que el cambo de esta variable por si sola no ejerce un cambio
significativo, la combinacion de esta si afecta de manera significativa al

rendimiento del proceso y de las resinas de intercambio ionico.
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De acuerdo al ANOVA, el estadistico R? explica el 90.73 % de los resultados, lo
que quiere decir que nuestro modelo estadistico explica el 90.73% de los resultados
obtenidos, y mmediante la pruebas de falta de ajuste la P value = 0.177 es mayor
que a =0.05 por lo que se concluye que el modelo se ajusta adecuadamente, siendo

el modelo matematico:

Rendimiento = —14.2911 4 0738426 x X + 336273 x ¥ - 0.0284703 x X* - 0.0132455 x X x Y - 0.152477 x Y*

Donde

X = porcentaje de hidroxido de CaHO:2

Y = pH de la solucion.

B:ph

AA

A:hidroxido

AB

Efecto estandarizado

Figura N° 28. Diagrama de Pareto para la segunda fase.

En la Figura N°29 se presenta el comportamiento que sigue la proporcion de
hidroxido de calcio, y el pH en funcion al rendimiento, donde se puede observar
que a pH extremos hay un decremento en el rendimiento, y a pH cercanos a 10
no se presentan disminuciones de concentracion lo que coincide por lo descrito
por Multon (2006) y Pasquel et al. (1999), donde los mejores resultados para la
purificacion y rendimiento se encuentran en un rango de 9- 11 de CaOH, y a un

pH de 10 a 11 aproximadamente.
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Figura N° 29. Grafica de efectos principales del pH e hidroxido.

Cuadro N°16 Optimizacion de las variables de estudio en la
segunda fase respecto al rendimiento.

Valor éptimo = 7.36215%

Factor Bajo Alto Optimo
Hidroxido 5.05025 14.9497 10.5075
pH 7.17157 12.8284 10.5702

Fuente: Elaboracién propia (2009).

4.3.1 Estudio del pH respecto al rendimiento en la sequnda fase.

En esta etapa de estudio, se evaluo el pH del extracto antes de ingresar a las
columnas de intercambio i6nico en la etapa de purificacion, donde estos
resultados se pueden apreciar mejor en la superficie de respuesta en la
Figura N° 30, donde observamos que el ingreso de la muestra a pH bajos
(6.5- 8.5) y a pH muy elevados como (12.5- 13.5), hay un decremento en el
rendimiento, al respecto Pasquel (1999) refiere que el esteviosido es estable
a un rango amplio de pH hasta 9, y que a pH superiores de este su dulzor
disminuye, por otra parte Multon (2006), menciona que el estevidsido es
estable en un rango amplio de pH (3-10), asi mismo también Gutiérrez
(1999), indica que la disminucion del dulzor a pH encima de 12 podria

deberse a que los radicales OH" de la solucion de soda interactian con los
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glicidos del extracto de las hojas provocando de esta manera la

desnaturalizacion de los compuestos dulces.

Por otra parte se puede observar que las muestras tratadas con un pH de 10
aproximadamente, presentan un alto rendimiento, estas muestras antes de
corregir el pH tenian un pH de 125, resultante del tratamiento con
hidréxido de calcio, las cuales fueron corregidas hasta llegar a un pH de
10.5 antes de ingresar a las columnas de intercambio ionico, y saliendo de
las resinas con un pH de 8 aproximadamente, al respecto Soto y Valdos
(2002), menciona que se trabaja con un pH aproximadamente 8 por pasaje
de diéxido de carbono antes de ser pasadas por resinas de intercambio
catidnica y anionica, por otra parte las especificaciones técnicas de las
resinas IONAC ASB2 y C-267 (ANEXO N°15), indican que estas tienen un
rango de accién de pH 0-14.

Por otro lado Harris (1992) indica que para dar lugar al intercambio idnico
se requiere un pH suficientemente alto dentro de su rango para que se
formen fuertes enlaces ionicos a este nivel y que a pH cercanos a la
neutralidad las columnas alcanzan su maxima eficiencia, esto explica
porque las columnas de intercambio alcanzaron una maxima eficiencia
cuando las muestras fueron tratadas a un pH de 10.5 ya que esta es un valor

alta dentro de su rango de accion.

Por lo tanto de los resultados obtenidos podemos decir que el pH influye en
el rendimiento, al respecto Cheng et al (1985), indica que el paso del
extracto a través de las resinas de intercambio ionico requiere parametros

exactos para su accion, como pH de ingreso.

Asi mismo segun el Cuadro, N°16 el pH de 10.5 es el optimo para el
extracto a purificar por intercambio idnico, para alcanzar un optimo de
rendimiento de 7.36%.
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Figura N° 30. Comportamiento del pH y % de Ca(OH).

4.3.1 Estudio del % de CaOH> respecto al rendimiento en la sequnda fase.

En la Figura N°30, se observa de mejor manera la influencia del
porcentaje de hidroxido de calcio CaOH: utilizado donde alcanza un
optimo de rendimiento de 10.5%, por otro lado segun los datos
estadisticos de la tabla ANOVA (ver Anexo 05), el porcentaje de
hidroxido de calcio no presenta significancia en el rendimiento, pero sin
embargo esta influye bastante en el grado de clarificacion de las
muestras.

Como podemos observar en la Imagen N2 12 el grado de clarificacion o
precipitacion que siguieron tres diferentes tratamientos con diferentes
concentraciones de hidréxido de calcio (5%, 10%, y 15%), obteniendo
asi diferencias marcadas en la coloracién de la solucién, si observamos el
tratamiento con 5% de hidréxido de calcio, esta presenta una muestra
turbia de coloracion oscura (color Olive Brow (4/4) segun las tablas
MUNSELL 2.5 Y) ya que no precipito la mayor cantidad de impurezas,
sin embargo los tratamiento con 10% y 15% de CaOH, obtuvieron

mejores resultados, al respecto Cheng et al. (1985), indica que la adicion
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de CaOH: tiene la funcion de precipitar las impurezas, dentro de estas

colorantes, gomas y en general particulas en suspension

Asi mismo las muestras que fueron tratadas con bajas concentraciones de
CaOH:2 (5%) llegan a saturar la columna cationica ya que presentan una
coloracion oscura (ver Imagen N°12), debido a la cantidad de impurezas
que contienen, es por esta razon que un inadecuado ingreso de la muestra
clarificada a las columnas de intercambio i6nico no logra purificar del
todo la muestra dando como resultado una muestra de color olive yellow
6/8 ( ver imagen N°13), (segun las tablas de MUNSELL ver Anexo
N°16), al respecto Cheng et al (1985), indica que el paso del extracto a
través de las resinas de intercambio idnico remueve completamente el

color de este y requiere parametros exactos para su accion.

5%de Ca(OH)2 10%de Ca(OH). 15%de Ca(OH)2
Marron oliva 4/4 Amarillo oliva 8/8  Amarillo oliva 8/6

Imagen N° 12. Muestras a diferente porcentaje de hidréxido de Calcio
antes del primer pasaje de resinas de intercambio iénico.

De igual manera podemos observar en la Imagen N°13, el resultado de
las muestras pasadas por la primera columna de resina catiénica, donde
se observa que la muestra tratada con 5% de CaOH: presentan una
coloracion oscura, siendo esta dificil de remover en la segunda columna
de intercambio dando como resultado una muestra ligeramente amarilla
mas no cristalina, lo cual indica que esta muestra no fue clarificada

correctamente, al respecto Cheng et al (1985), indica que para la
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remocion del color se requiere parametros exactos para la eficiencia de

las columnas de intercambio idnico.

Sin embargo las muestras que fueron tratadas con 10 y 15 %, presentaron
los mejores resultados dando una coloracién ligeramente amarilla
(imagen N°13) que son removidas en el segundo pasaje de resinas dando
como resultado una muestra cristalina, al respecto Soto y Valdos (2002)
utiliza una proporcion de hidréxido de calcio CaOH: de 10% respecto a
la materia seca, por tanto los resultados obtenidos en el presente trabajo

corroboran los datos del autor antes mencionado.

5%de Ca(OH)2 10%de Ca(OH)2 15%de Ca(OH).
Amarillo 4/4 Amarillo 8/6 Amatrillo palido4/8

Imagen N° 13. Muestras a diferente porcentaje de hidréxido de Calcio
después del primer pasaje de resinas de intercambio iénico.
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49 TERCERA FASE: Estudio de la influencia del tipo de deshidratacién en el

proceso con respecto al rendimiento total del proceso de extraccion del

esteviodsido.

Cuadro N° 17 Resultados de la deshidratacion.

Apariencia de la
% Rendimiento
total muestra
Secad Polvo fino, color
ecado _por
L 7.48 % crema altamente
atomizacion _ o
higroscépico.
Esteviosido solido,
Secado en estufa 7.61% apariencia de un cristal
Color &mbar.

FUENTE: elaboracion propia (2009)

En el cuadro N° 17 se presenta los resultados de la deshidratacién, donde podemos
comparar el rendimiento total del proceso por un analisis de medias muestrales,
para la deshidratacion por atomizacion se realizo con 2 observaciones obteniendo
una media de 7.48 y una desviacion estandar de 1.0.Para la deshidratacion por
medio de una estufa, se realizo con 3 observaciones, obteniendo una media de 7.61
y una desviacion estandar de 1.0, el estadistico t calculado es igual a -0.13. Puesto
que el valor- Valor-P = 0.908462 es mayor que o = 0.05, entonces concluimos que

no existe una diferencia significativa en los tipos de secado estudiados.
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Figura N° 31. Comparacion del rendimiento de ambos métodos de
deshidratacion.

En la Figura N° 31 se puede observar mejor que el tipo de deshidratacion no
presenta un efecto significativo en cuanto al rendimiento, lo cual se considera otros
aspectos como la apariencia del producto final, obteniendo mejores resultados la
muestra tratada por atomizacién como se puede observar en el Cuadro N°17, al
respecto kutowi (1999), recomienda concentrar la muestra en una estufa o tunel de

secado y terminar de deshidratar la muestra en un atomizador de particulas.

Por lo tanto los resultados finales dan un rendimiento de 7.5 % de estevidsido
respecto a la materia seca, al respecto Soto y Valdoz (2002), al realizar la
extraccion del esteviésido por el método que se empleo como base en esta
investigacion, obtuvo un rendimiento aproximadamente de 5 %, sin embargo Wood
et al. (1955), citados por Cernadas y Pryluka (1985), aislaron el esteviosido de las
hojas de estevia obteniendo un rendimiento de 7%, siendo este ultimo un valor

semejando al que obtuvimos en la presente investigacion.

Asi mismo Bertoni (1905), citado por Diaz et al. (1999), refiere que el contenido
de estevidsido promedio en la hojas varia de 6% a 18%, segun la zona o pais del

que provenga las hojas.
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Entonces podemos decir que el rendimiento estd en funcion a la variedad de la
estevia, época de cosecha, humedad de las hojas (para esta investigacion se utilizo
hojas con 6.39 % de humedad), al respecto Brandle (2001), refiere que las
concentraciones de glicésidos iniciales se dan en mayor porcentaje en hojas
cosechadas antes de la floracion de la planta, por otro lado rojas (1999), sefiala que
el estevidsido presente en las hojas de estevia se encuentra hasta en un 10% de
extraido de la planta, por otra parte también Zanon (2000) menciona que la estevia
peruana hoy en dia es la de mejor calidad y mayor rentabilidad hasta con 4

cosechas anuales.

Para ambos tipos de secado (secado con atomizador y secado en estufa), se debe
retirar el producto rapidamente en un envase hermético ya que el estevidsido es

bastante higroscdpico tal como lo define Multon (2006).

Se observo que en el secado por atomizacion hubo pérdidas del producto final
puesto que el extracto seco quedo adherido en los conductos del equipo, pero

también esto llega a ser despreciable cuando se maneja grandes volumenes.

4.10DETERMINACION DEL PODER EDULCORANTE DEL ESTEVIOSIDO.

La determinacion del poder edulcorante del estevidsido, estd dada por una prueba
de analisis discriminativo de dos muestras (prueba duo trio), tal como lo menciona
Urefa, Arrigo y Guiron (1999).

La prueba se realizé con muestras en un rango de 150 a 200 veces de equivalencia
con la sacarosa, los resultados de esta prueba (duo trio) fueron registrados en una

cartilla para su andlisis (ver anexo N° 11y N° 12).

Cuadro N° 18. Resultados de la prueba duo trio.

Relacion 1 RESPUESTAS RESPUESTAS SIGNIFICANCIA
gr. estevia CORRECTAS INCORRECTAS
=Xgr.
sacarosa
150 13 2 1%
170 15 0 0.1%
200 10 0 0%

FUENTE: elaboracion propia (2009)
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En el Cuadro N° 17 se muestran los resultados del poder edulcorante del
estevidsido obtenido, siendo este de un poder edulcorante equivalente de 150 a 170
veces mas dulce que la sacarosa industrial, esta prueba que se realizo con 15 jueces
semientrenados, con un nivel de confianza de 99% y con un margen de error de 1%
de acuerdo a la tabla de valoracion (ver Anexo N° 13), de estas pruebas indican que
solo 2 jueces semientrenados (13.33%) tuvieron una respuesta diferente entonces
podemos decir que el 86.67 % de jueces semientrenados, coinciden en que la
solucidn de sacarosa de 150 veces mas dulce que la sacarosa o azUcar.

Al respecto, Multon (2006) refiere que el esteviosido es de 250 a 300 mas dulce que
la sacarosa al igual que Badui y Wong (1995), siendo que nuestro estevidsido es
mucho menos dulce (150 — 170 aprox.) de lo que mencionan nuestros autores,
podemos asumir que eso podria deberse a que el extracto presenta un porcentaje de
impurezas de 30% tal como lo menciona Paizant (1999) citado por Lépez y Pefia
(2005), y lo detalla Pasquel et al. (1999) (ver cuadro N° 03).

1gr. esteviosido = 150 Gr de sacarosa

M es parecido W es diferente

Figura N° 32. Porcentaje de respuestas correctas e incorrectas.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

5.1 Conclusiones.
Del presente trabajo podemos concluir lo siguiente:

e Larelacion de materia prima/solvente y tiempo influye de manera significativa
en el rendimiento, donde el punto optimo de extraccion es de 1/16.5 y 55 min,
mientras que la variable temperatura no influye de manera significativa al
proceso de extraccion del estevidsido, pero para obtener un maximo

rendimiento su punto optimo de 42 °C.

e Del estudio de la influencia del pH en la purificacién de intercambio idnico se
concluye que este si influye y el valor de pH 10.5 es el optimo para el extracto
crudo a purificar por intercambio idnico, al obtener mayor rendimiento y en
cuanto al porcentaje de hidroxido de calcio el optimo es de 10.5% pero este no
afecta de manera significativa al rendimiento mas si en la eficiencia de las

columnas de intercambio iénico.

e El tipo de deshidratacion no tiene un efecto significativo en cuanto al
rendimiento total del proceso de extraccion, pero si influye en cuanto a la
apariencia del producto final siendo la mejor muestra tratada por el proceso de

atomizacion y obteniendo un rendimiento final de 7.36%.
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5.2 Recomendaciones.

= Para posteriores investigaciones acerca del tema considerar al tamafio de

particula de las hojas de estevia como una variable de estudio.

= Para hacer mas eficiente el proceso de obtencion del esteviosido de las hojas de
estevia es recomendable combinar ambos métodos, el secado por medio de la
estufa con flujo de aire en contra corriente para concentrar la solucion, y para
secar de manera definitiva y obtener el estevidsido en polvo se debe utilizar el

atomizador de particulas.

= Realizar investigaciones de vida en anaquel de las hojas de estevia, y productos

endulzados con estevidsido.

= Realizar estudios de evaluacion sensorial del extracto de las hojas de estevia.

= Se considera relevante el estudio para la instalacion de una planta procesadora de

esteviosido en polvo a partir de Stevia rebaudiana Bertoni en el Peru.

= Promover el cultivo de estevia, como una alternativa econdémica y rentable en el

departamento de Puno
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ANEXO N° 1. Cuadro de tratamientos de la primera fase

Mp./sol. | Temperatur | Tiempo. Repeticiones de la absorvancia
gr/ml. a min.
°C
R1 R2 R3 PROMEDIO
0.435 0.44 0.434(0.43633333
1/10 14 15
0.461 0.464 0.465(0.46333333
1/20 14 15
0.528 0.531 0.532(0.53033333
1/10 86 15
0.429 0.404 0.407(0.41333333
1/20 86 15
0.583 0.575 0.611 [ 0.58966667
1/10 14 45
0.537 0.529 0.527(0.53100000
1/20 14 45
0.547 0.558 0.56 ( 0.55500000
1/10 86 45
0.432 0.432 0.431(0.43166667
1/20 86 45
0.259 0.261 0.262|0.26066667
1/6.5 50 30
0.329 0.33 0.33(0.32966667
1/23.5 50 30
0.331 0.339 0.3320.33400000
1/15 -10.5 30
0.5 0.494 0.495(0.49633333
1/15 110 30
0.518 0.517 0.524(0.51966667
1/15 50 4.7
0.716 0.718 0.72(0.71800000
1/15 50 55
0.688 0.689 0.689|0.68866667
1/15 50 30
0.733 0.724 0.72(0.72566667
1/15 50 30
0.601 0.599 0.6 0.60000000
1/15 50 30
0.647 0.651 0.649 | 0.64900000
1/15 50 30
0.568 0.574 0.568 | 0.57000000
1/15 50 30
0.656 0.651 0.653(0.65333333
1/15 50 30
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ANEXO N° 2. Factores de estudio primera fase.

Factores reales. Resultados.
Mp./sol. | Temperatura | Tiempo. | Promedio de | Concentracion. | Rendimiento.
gr/ml. °C min. absorvancia. gr/ml. %

0.43633333 0.03301101 3.30110081

1/10 14 15
0.46333333 0.03505083 5.25762465

1/20 14 15
0.53033333 0.04011261 4.01126137

1/10 86 15
0.41333333 0.03127338 4.69100717

1/20 86 15
0.58966667 0.04459519 4.45951875

1/10 14 45
0.53100000 0.04016298 6.02444696

1/20 14 45
0.55500000 0.04197616 4.19761556

1/10 86 45
0.43166667 0.03265845 4.89876691

1/20 86 45
0.26066667 0.01973957 1.62851434

1/6.5 50 30
0.32966667 0.02495245 4.17953512

1/23.5 50 30
0.33400000 0.02527983 3.15997843

1/15 -10.5 30
0.49633333 0.03754395 4.69299348

1/15 110 30
0.51966667 0.03930676 4.91334472

1/15 50 4.7
0.71800000 0.05429064 6.78633026

1/15 50 55
0.68866667 0.05207454 6.50931727

1/15 50 30
0.72566667 0.05486985 6.85873138

1/15 50 30
0.60000000 0.04537586 5.67198256

1/15 50 30
0.64900000 0.04907776 6.13472016

1/15 50 30
0.57000000 0.04310939 5.38867382

1/15 50 30
0.65333333 0.04940514 6.17564254

1/15 50 30

Repositorio institucional UNA - PUNO

90



:'YWE Universidad

Nacional del
Altiplano

TESIS UNA-PUNO

e

ANEXO N° 3. Tabla de analisis de varianza para la obtencién de la
concentracion.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio  |Razon-|Valor-P
Cuadrados F
A:mp sol 0.0000101813 1 0.0000101813 0.55 |0.4906 Ns
B:temperatura |0.0000140219 1 0.0000140219 0.76 |0.4228 Ns
C:tiempo 0.00014948 1 0.00014948 8.12 [0.0359 *
AA 0.0010212 1 0.0010212 55.46 [0.0007 **
AB 0.0000311167 1 0.0000311167 1.69 [0.2503 ns
AC 0.00000604872 |1 0.00000604872 0.33 |0.5914 ns
BB 0.000391179 1 0.000391179 21.25 |0.0058 **
BC 0.0000226427 1 0.0000226427 1.23 [0.3179 ns
CcC 7.9298E-7 1 7.9298E-7 0.04 ]0.8438 ns
Falta de ajuste  |0.00021359 5 0.000042718 2.32 (0.1885
Error puro 0.000092063 5 0.0000184126
Total (corr.) 0.00187034 19

R? = 83.6579 %
~P<0.01
*0.01<P<0.05

NS P > 0.05

GL. Grados de libertad
COEFICIENTE DE REGRESION.

Coeficiente Estimado
Constante -0.0594934
A:mp sol 0.0108155
B:temperatura 0.000687394
C:tiempo 0.000487283
AA -0.000336437
AB -0.0000109476
AC -0.0000115842
BB -0.0000040167
BC -0.0000031129
cC 0.00000104169

La ecuacion del modelo ajustado es

Concentracién == -0.0594934 + 0.0108155 X + 0.000687394Y + 0.000487283Z - 0.000336437 X? -

0.0000109476*XY - 0.0000115842*XZ- 0.0000040167* Y2 - 0.0000031129*Y Z + 0.00000104169* Z?

Donde:

X = materia prima /solvente, Y = temperatura, Z = tiempo

CUADRO DE OPTIMIZACION

Valor 6ptimo = 0.055 gr de estevidsido/ml de solucion.

Factor Bajo Alto Optimo
mp sol 6.59104 23.409 14.3986
Temperatura -10.5445 110.545 44.5499
Tiempo 477311 55.2269 55.2269
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La ecuacion del modelo ajustado es
rendimiento = -9.34645 + 1.46828*X + 0.0875361*Y+ 0.0516798*Z - 0.0413607*X? - 0.0014865*XY -
0.000616983*YZ - 0.00051892*Y? - 0.000354427*XZ + 0.0000332521*Z>

Donde:

X = materia prima /solvente

Y = temperatura
Z =tiempo

CUADRO DE OPTIMIZACION.

Valor éptimo = 6.92%

Factor Bajo Alto Optimo
mp /sol 6.59104 [23.409 |16.5879
temperatura |-10.5445 |110.545 (41.7318
Tiempo 477311 |55.2269 |[55.2269

Repositorio institucional UNA - PUNO

ANEXO N°4. Tabla de analisis de varianza para la obtencion del rendimiento.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F  |Valor-P
Cuadrados Medio

A:mp sol 6.19796 1 6.19796 21.54 0.0056 **

B:temperatura 0.130566 1 0.130566 0.45 0.5304 NS

C:tiempo 2.194 1 2.194 7.63 0.0398 *

AA 15.4341 1 15.4341 53.65 0.0007 **

AB 0.573697 1 0.573697 1.99 0.2170 NS

AC 0.0171585 1 0.0171585 0.06 0.8168 NS

BB 6.52887 1 6.52887 22.69 0.0050 **

BC 0.29353 1 0.29353 1.02 0.3588 NS

CC 0.000808029 1 0.000808029  |0.00 0.9598 NS

Falta de ajuste 2.34734 5 0.469469 1.63 0.3021 NS

Error puro 1.43848 5 0.287697

Total (corr.) 33.7449 19

R2=88.781 %

CV =26.91%

"P<0.01

"0.01<P<0.05

NS P >0.05

GL. Grados de libertad

'COEFICIENTE DE REGRESION PARA RENDIMIENTO

Coeficiente Estimado

Constante -9.34645

A:mp sol 1.46828

B:temperatura 0.0875361

C:tiempo 0.0516798

AA -0.0413607

AB -0.0014865

AC -0.000616983

BB -0.00051892

BC -0.000354427

CC 0.0000332521
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ANEXO N°5. Cuadro de tratamientos de la segunda fase

Porcentaje Repeticiones de absorvancia Concentracion
de CaOH, Gr./ml
gr. pH R1 R2 R3 Promedio
0.521 0.522 0.635 0.559333 | 0.04233845
6.5 8
0.6 0.605 0.603 0.602667 | 0.04561495
13.5 8
0.622 0.629 0.63 0.627000 | 0.04745484
6.5 12
0.635 0.633 0.634 0.634000 | 0.04798412
13.5 12
0.642 0.643 0.646 0.643667 | 0.04871503
5 10
0.681 0.681 0.675 0.679000 | 0.05138664
15 10
0.543 0.546 0.546 0.545000 | 0.04125468
10 7.1
0.673 0.688 0.665 0.675333 | 0.0511094
10 12.8
0.718 0.719 0.717 0.718000 | 0.0543355
10 10
0.728 0.721 0.72 0.723000 | 0.05471356
10 10
0.743 0.746 0.745 0.744667 | 0.05635181
10 10
0.71 0.714 0.703 0.709000 | 0.05365499
10 10
0.689 0.685 0.688 0.687333 | 0.05201674
10 10
0.705 0.705 0.708 0.706000 | 0.05342816
10 10
93
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ANEXO N°6. Resultados del rendimiento de la segunda fase.

Repositorio institucional UNA - PUNO

Factores reales Resultados
Porcentaje Rendimiento
de CaOH, pH %
gr.
6.5 8 5.7105715
135 8 6.15250174
6.5 12 6.40066256
13.5 12 6.47205129
5 10 6.57063573
15 10 6.93097884
10 7.1 5.56439458
10 12.8 6.89358475
10 10 7.32871606
10 10 7.37970801
10 10 7.60067312
10 10 7.23693055
10 10 7.01596543
10 10 7.20633538

94




TESIS UNA-PUNO

:'YWE Universidad

e

ANEXO N° 7. Tabla de andlisis de varianza para la determinacion del rendimiento.

" Nacional del
Altiplano

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
A:hidréxido 0.131026 1 0.131026 3.43 0.1234 NS
B:ph 1.04543 1 1.04543 27.34 0.0034 **
AA 0.898208 1 0.898208 23.49 0.0047 **
AB 0.0343871 1 0.0343871 0.90 0.3865 NS
BB 2.74694 1 2.74694 71.84 0.0004 **
Falta de ajuste  |0.282346 3 ]0.0941153 2.46 0.1777
Error puro 0.191185 5 0.0382371

Total (corr.) 5.10817 13

R*=90.7299 %
CV 9.28%
“P<0.01
"0.01<P<0.05

NS P >0.05

GL. Grados de libertad

COEFICIENTE DE REGRESION

Coeficiente Estimado
Constante -14.2782
A:hidroxido 0.737761
B:ph 3.35971
AA -0.0284446
AB -0.0132336
BB -0.152339

La ecuacion del modelo ajustado es

Rendimiento %= -14.2782 + 0.737761*X + 3.35971*Y - 0.0284446*X? -
0.0132336*XY - 0.152339*Y?

Donde:
X =% de CaO
Y =pH

H>

CUADRO DE OPTIMIZACION

Valor optimo = 7.36215

Factor Bajo Alto Optimo
Hidroxido 5.05025 14.9497 10.5075
pH 7.17157 12.8284 10.5702
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ANEXO N° 8. Caodificacién de valores de DFCR primera fase

Nivel codificado (x1) Denominacién
-0 Nivel minimo
-1 Nivel bajo
0 Nivel medio
+1 Nivel alto
+o Nivel maximo

Fuente: Ibafez, (2005).
El nimero de tratamientos es igual a:
N=2°+2p+cC
Donde:

N = NUmero de tratamientos.
C = constituye el nimero de puntos centrales.

p = numero de factores de estudio.

Entonces tenemos: N=2%+2(3]+6
N =20 tratamienfos.
Codificacion de los valores del disefio central compuesto en la primera fase.

Para determinar el centro del disefio usaremos la siguiente formula

T
2=
i

- Parael factor Proporcion de la materia prima/ solvente (gr/ml).

i
- Parael factor temperatura (T°).

o
86 + 14
Z == —=50
i
- Parael factor tiempo (minutos).
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Ecuacion decodificada.

- Parael factor Proporcion de la materia prima/ solvente (gr/ml).

Nivel minimo
- 20+10 o
Si: X = =15 vy AX:ZO 10:5
2 2
Para: (-1.682) — —1.682 = A=X —pe 15, 23.41
AX
Para: (+1.682) — +1.682= 2~ X A1 459
AX 2
- Para el factor temperatura (T°).
- 86+14 _
(X = =50 y ax=96"14_g4
2 2
Para: (-1.682) — —1.682 = AgX _ Bk 50 =-10.55
AX 36
Para: (+1.682) — +1.682= 2~ X _A=%0 11055
AX 36
- Para el factor tiempo (min.).
- 45+15 _
2 2
Para: (+1.682) — +1.682 =~ X = A1_530 =4.77
Para: (-1.682) — —1.682 = A-X _ A1_53O =55.23
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CODIFICACION DE VALORES DE DFCR SEGUNDA FASE

Entonces tenemos: N=2%*+2(21+6 = 14 tratamientos.

Cadificacion de los valores del disefio central compuesto en la segunda fase.
Para determinar el centro del disefio usaremos la siguiente formula

i _Ee +ZE}"E“
1

- Para el factor hidroxido de calcio CaOH; %
2. 13.5+ 6.5
z w o2 iy
- 2
)
- Paracel factor pH.
o

Z=122+E=_lﬂ
i

Ecuacion decodificada.

Para factor pH:

- 12+8 _
Si: X = =10 vy AX:lZ 8:2
2 2
Para: (-1.414) — +1.414 = A-% A1 =12.82
AX
Para: (+1.414) — —1.414 = - X A0~ 7.17
AX
Para factor hidroxido de calcio:
Si: % _135+6.5 _10 Y AX = 13.5—-6.5 _35
2 2
Para: (-1.414) — 1414 - B~ X _B=10 54
3.5
B-X B-1
=+1.414 = = 0 =14.94
Para: (+1.414) AX 35
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ANEXO N°9. Prueba de hipdtesis de las medias muestrales.

MEDIAS MUESTRALES

e Media del secado por atomizacion. 7.48

e Media del secado en estufa 7.61

e Desviaciones estandar muestrales 1.0y 1.0
TAMANOS DE MUESTRA.

e Media del secado por atomizacion. 2 repeticiones.

e Media del secado en estufa 3 repeticiones.

Intervalos de confianza del 95.0% para la diferencia entre medias: -0.13 +/-
4.30265 [-4.43265; 4.17265]

Hipotesis Nula:

e Diferencia entre medias = 0.0, no existe diferencia en el tipo de

tratamiento.

e Hipdtesis alternativa: la diferencia entre las medias no es igual existe

diferencia marcada en el tipo de tratamiento.
Estadistico t calculado = -0.13
Valor-P = 0.908462

No rechazar la hipotesis nula para alfa = 0.05.
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ANEXO N° 10.Cartilla de la prueba duo trio.

Prueba duo trio.
Ficha de analisis sensorial.
Objetivo:

Determinar el poder edulcorante de extracto de hojas de estevia, para usarlo como
sustituto de la sacarosa industrial.

Poder edulcorante del extracto de hojas de ESTEVIA.

Nombre:
fecha: / /2009

Ante usted hay una muestra de referencia marcada con “R” y otras dos muestras
marcadas con claves.

u u rqu u u A
Pruebe las dos muestras que se le presentan y marque con una “X” la muestra mas
parecida a la muestra patron “R”.

Muestra. A ().

Muestra. B ().

Observaciones:
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ANEXO N°11. Resultado de la Prueba Dao Trié (170 a 200).

Muestra A = Equivale a 200 veces mas dulce que la sacarosa.

Muestra B = Equivale a 170 veces mas dulce que la sacarosa.

Panelista Resultado de la Prueba
Duo Trio (170 a 200)
1 B
2 B
3 B
4 B
5 B
6 B
7 B
8 B
9 B
10 B
11 B
12 B
13 B
14 B
15 B

RESULTADOS: 13 panelistas indicaron en sus observaciones que ambas muestras Ay B
son ligeramente mas dulces que la muestra patron, pero la que mas se aproximaba era la

muestra B, y 2 panelistas indicaron que la muestra B era igual a la patron.
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ANEXO N°12. Resultado de la Prueba Duo Trié (150 a 170).
Muestra A = Equivale a 150 veces mas dulce que la sacarosa.

Muestra B = Equivale a 170 veces mas dulce que la sacarosa.

Panelista | Resultado de la Prueba
Duo Trio (200 a 250)

O NO|OTB|WIN -

O

RN
o

-
[N

[EEN
N

[EEN
w

[EEN
SN

00|00|00|)>|00|00|00|00|00|00|00|0a|m|>| o

[EEN
o1

RESULTADOS: 13 panelistas indicaron en sus observaciones que la muestra B era igual a
la muestra patron. Y dos panelistas indicaron que la muestra B era la mas parecida a la

muestra patrdn.

102

Repositorio institucional UNA - PUNO




TESIS UNA-PUNO

ﬂ-wt Universidad

e

Nacional del
Altiplano

ANEXO N°13. Cartilla del nivel de significancia de la Prueba Duo Trio.

Numero de respuestas correctas necesarias para
establecer diferencia significativa.

Numero de Nivel de significancia.
Jueces. 95:1 99:1 999:1
nivel 5% Nivel 1% | Nivel 0.1%

6 6 - -

8 7 8 -

10 9 10 !

12 10 11 -

14 11 12 14
16 13 14 15
18 14 15 17
20 15 16 18
25 18 20 22
30 21 23 25
35 24 26 28
40 27 29 32
45 30 32 35
50 33 35 38
60 38 41 44
70 44 46 50
80 50 52 56
90 55 58 62
100 60 63 67
200 113 116 121
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ANEXO N° 14. Determinacion del tamafio de particula de las hojas de estevia trituradas.

ANALISIS DEL TAMANO DE PARTICULA
ESTEBIA 2
Molienda: sin molienda
Lote: 260809
Fecha analisis: 03/02/09[26/08/09
uU.S Micron | Wt [Over Sieve[% less log | wt *log | log dia- (wt(log dia -
Sieve Size |grams % than | dia | dia dia log Dgw [log Dgw)"2
8 2360 |22.00| 22.32 |77.68(2815.953.45| 75.89 0.19 0.80
12 1700 [41.00 41.59 |36.09[2003.00/3.30| 135.37 0.04 0.07
16 1180 |27.43] 27.83 |8.27 [1416.33/3.15| 86.44 -0.11 0.32
20 850 |4.75| 4.82 |3.451001.503.00| 14.25 -0.26 0.32
30 600 |1.93| 196 |1.49|714.14|2.85| 551 -0.41 0.32
45 355 [1.21| 1.23 |0.26|461.52(2.66| 3.22 -0.60 0.43
80 180 [0.26| 0.26 |0.00|252.78|2.40| 0.62 -0.86 0.19
100 150 [0.00| 0.00 |0.00|164.32|2.22| 0.00 -1.04 0.00
120 125 |0.00| 0.00 |0.00|136.93|2.14| 0.00 -1.12 0.00
Plato 37 |0.00| 0.00 |0.00]|68.01[1.83| 0.00 -1.43 0.00
Summation 98.58| 100.00 321.31 2.45
Particle Size, Dgw 1817 Surface Area (cm”2) / gram|  26.7
Standard Dev., Sgw 1.44 Particles / gram ‘ 228
50.00 m 2360
@1/00
40,00
01180
30,00 @850
20,00 - @600
10,00 - m355
0.00 0 =180
— ==
. | | | | | | | | D 1 50
m125
S DL LSS 2 A
({}, ,<\ N QT @0 BTN NTON m37
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ANEXO Np° 15.Ficha técnicas de las resinas.

o]
CHEMICALS e « @

\|M| Cienpang

IONAC C 267

IONAC C 26T is a premium grade strongly acidic, gel-type cation exchange resin , basad on styrene-0DVE copalymer.
IOHAC C 267 is especially suited for the cation remaval step in high punity water applications. These heterodispersed
resin beads are chemically and cematically very stable when compared to standard cation exchange resins. IONAC C 267
is produced to meet the requirements of paragraph 17325 of the Food Additves Regulations of the F.OA

IONAC C 267 is also available in sodium form | IOMAC C-24% |

IOMAC C 267 applications:
demineralization, mixed bed | condensate polishing

Physical and chemical properies US Unitz International Units

lonic: form as shipped H H

Screen size = 0% US mesh| 18-50 mm| 0.3-1.2

Uniformity coefficient mas. max. 1.8

Shipping weight b=t 500 gfl 800

Density gml| 125

Water retention “howeight| 48 - H W 42 -

Total capacity, min. kgr CaCl / /%] 415 =gl 18

Volume change H' >>Na” mae %] 7 max % 7

Stability femperature range| Fl 4 - 28 Gl -0 - 140

pH range 0 - #H D - “

Storability of product minyears| 2 | min. years| 2 |

temperature rangs| Flo43 - M = 1 - 4

MEILE: Wwisrsl Sebely Dwin Dheslb srepvaists b sl Sybroniliayer retuetn. The WIDT comsin meirent infornaion Bal nay b= soumd & smars s lending srdoss of o sreducin. § mrscomendisd el oo

ol MELE be chimred by aalng 18005780030 o |-S0HE2-F0T

Contact Us:

Sybron Chemicals Inc.
A Bayer Company
Birmingham Road
Birmingham, NJ 08011
Phone: 1-800-675-0020
Faw: 609-894-3641

www.icnexchange.com
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Contact Us:

Sybron Chemicals Inc.
A4 Bayer Company

100 Bayer Road
Fittsburgh, PA 15205
Phone: 1-800-662-2927
Faw 412-7774109

www_ionexchange.com
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SYBRON 4

CHEMICALS INC.©

 Bayer 45 Dompany
[, A, O - . W
IONAC ASB 2

IOMAC ASB 2 is a premium grade strongly basic, gel-type 2 anion exchange resin , based on styrens-DVE copolymer.
IONAC ASB 2 is characterized by high operating capacity and outstanding regeneration efficiency. These heterodispersed
resin beads are chemically and osmotically very stable when compared to standard anion exchange resing. IONAC ASE 2

is generally used for waters in which silica and carbon dioxide content do not exceed 25% of the total anions. For higher
silica feed waters, a Type 1 anion exchange resin, such as IONAC ASB 1P is recommended.

IONAC ASB 2 applications:
demineralization, mixed bed, dealkalization

Physical and chemical properties US Units International Units

lonic form as shipped cr cr

Screen size = 0% US mesh| 16-50 mm| 0.3-1.2

Uniformity coefficient mas. 16 max. 1.6

Shipping weight lbsift*] 44.0 gh| - 705

Denzity gml| 1.1

Water retention %oweight| 39 - 44 B[ 3/ - 44

Total capacity, min. kgr CaCOs /1% 306 egll 1.4

Volume change OH == CI max. %[ -15 max. %[ -15

Stability temperature range Fl 14 - 170 € - - T

pH range b0 - 0 14

Storability of product min years| 2 | min. years 2 |

temperature range Fl 43 - 104 °C 1 40

WD Mixerial Safety Dot Eheets v mvliabie for 2l SytroreEdyerproducs. The MEDE conkain perinert Information Tl may be rgquinsd 1o sncune 5% fanding and Ues of ourproducs. s recommended that copies
of NS0 be pbfnesd by cang 1-800-578-0020 or 18002822807,

Contact Us:

Baker Fitrat .
47306 West 190th Street

Torrance, CA 90504

Phene: 800-310-6569
Fax: 310-406.3001

www bakerfiltration.com
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ANEXO N° 16.Tablas de MUNSELL.
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Apendices
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FOTOGRAFIAS TOMADAS DURANTE EL PROCESO DE INVESTIGACION.

Fotografia N° 1. Lixiviacion de las muestras.

Fotografia N° 2. Control de la temperatura.
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Fotografia N° 4. Proceso de filtracion de la muestra.

Fotografia N° 5.  Proceso de dia filtracion con agua destilada.
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Fotografia N° 7. Purificacion con resinas de intercambio iénico.

Fotografia N°8.  Desionizador de intercambio idnico.
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Fotografia N° 9. Diferentes tratamientos de las hojas.

Fotografia N° 10. Muestras purificadas.

Fotografia N° 11. Ingreso de la muestra al atomizador de particulas.
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Fotografia N° 12. Salida de muestra seca del atomizador de particulas en el
laboratorio de la universidad nacional de ingenieria (UNI-LIMA)

Fotografia N° 13. Proceso de determinacion del tamafio de particulas en la planta de
alimentos balanceados de la Universidad Nacional Agraria la Molina

UNALM - LIMA

Ry -,
U

\'1__?
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Fotografia N° 14. Determinacion del poder edulcorante mediante andlisis sensorial.

MODULO DE CATA

Prueba de analisis sensorial en los médulos de cata.

Fotografia N° 15. Determinacion del color
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