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RESUMEN: El esteviésido y rebaudiésido A, son glucésidos diterpenoides extraidos de Stevia
rebaudiana (Bertoni), los cuales cada dia cobran mayor interés ya que poseen un poder
edulcorante 300 veces mayor que el azlcar, son no caléricos y tienen propiedades medicinales. La
extraccion de dichos compuestos hasta el momento se ha realizado Unicamente por métodos
convencionales. No obstante; los métodos no convencionales han ganado mayor popularidad en
los procesos industriales a causa de los buenos rendimiento que generan, asi como la reduccién
en la velocidad de extraccién y el uso de disolventes, lo que hace un proceso ecoamigable. Por
todo esto, en el presente trabajo se planteé la extraccion de dichos compuestos combinando dos
meétodos no convencionales. En este caso se empled una extraccion enzimatica y una extraccion
por ultrasonicacién, de igual forma se aplicé una extraccién enzimatica asistida por ultrasonido . La
cuantificacion se realiz6 por HPLC logrando la separacién e identificacién del estevidsido a un
tiempo de 5.6 min. y del rebaudiésido a un tiempo de 5.35 min. Los métodos aplicados
favorecieron la extraccion del rebaudiésido A, el cual posee mayor interés comercial debido al
sabor y potencia. Los métodos no convencionales realizados fueron efectivos en la extraccion de
los glucosidos ya que reducen el tiempo del proceso y el uso de disolventes.

1. INTRODUCCION: La Stevia rebaudiana Bertoni es una planta nativa de la region Amambay en
Paraguay, ha sido utilizada como endulzante natural, asi como por sus efectos benéficos sobre la
salud. Las hojas de la planta son 30 veces mas dulces que el azlcar y el extracto hasta 300 veces.
El extracto esta mayormente compuesto por glucosidos derivados del esteviol como el estevidsido
y rebaudiésido “A”, es éste ultimo el que posee una capacidad edulcorante de hasta 450 veces
mas que el azlcar (1). Estos compuestos edulcorantes se encuentra en las hojas de la planta, en
las cuales, el esteviésido se encuentra como componente dulce mayoritario llegando hasta un 20%
del total de la hoja. El rebaudiésido A, por otra parte, ocupa un méximo del 4% en el total de la
hoja, sin embargo, el rebaudiésido A esta libre de sabores amargos o metalicos caracteristicos de
los edulcorantes sintéticos. Otra caracteristica de importancia es su estabilidad, esto debido a que
resisten temperaturas de hasta 140 °C y soportan un amplio rango de pH, el cual va desde el pH 2
hasta el pH 10. Es debido a todo ello que estos edulcorantes naturales tienen un importante papel
en la industria alimenticia.

2. TEORIA: Los métodos de extraccion para obtener estevidsido y rebaudidsido a han estado en
constante avance, principalmente aquellos en los que se utilizan nuevas tecnologias, a los cuales
se les determina métodos no convencionales (2). Los métodos convencionales de extraccion de
acuerdo a Puri et al. son (2) aquellos en los que se utilizan solventes con calentamiento; una
extraccion acuosa acoplado con agentes decolorantes ; cromatografia de absorcion, entre otros.
En general, se ha descrito que los procesos convencionales que han mostrado los mejores
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rendimientos tienen cuatro etapas: extracciéon solvente (acuoso u organico), un intercambio iénico,
precipitacion o coagulacion después del filtrado y por ultimo la cristalizacion y el secado (2).

Por otro lado, el uso de nuevas tecnologias aplicadas a la extraccion de los glucésidos de esteviol
buscan como objetivo la reduccién del tiempo de extraccion, asi como la reducciéon de gastos en
los solventes. Ejemplo de lo anterior fue el uso de fluidos supercriticos utilizando CO2 y disolventes
como etanol, con los cuales se reportaron mejores rendimientos en comparacion al uso del sistema
Soxhlet como método convencional (3), sin embargo, el uso de fluidos supercriticos implica el uso
de indumentaria de alto costo como también la presencia de cierto riego en el proceso. Otro
meétodo no convencional utiliza las microondas para disminuir de manera importante el tiempo (4),
con este método se logré una mayor extraccién que el método con Soxhlet al igual que el método
no convencional con agua a alta temperatura y presion. Dado este comportamiento en las
extracciones utilizando radiacion se empled el uso de ultrasonido, con el cual se exponia a las
hojas secas de la planta a una rapida rehidratacion y a una destruccion de la pared celular (5), este
técnica de extraccion claramente mejord los rendimientos del estevidsido y rebaudiésido A en
comparacién al método convencional (6), a la par que el uso de indumentaria para ultrasonido es
de menor consto en comparacion a los métodos no convencionales previamente descritos.

El uso de agentes biolégicos, tales como enzimas, para la extraccion de estos compuestos dulces
obtuvo un rendimiento comparable con los mejores métodos convencionales, sin embargo, en el
trabajo donde se realiz6 este experimento no se hizo comparaciéon con ningdn otro método de
extraccion (7). Las enzimas utilizadas en dicho experimento fueron celulasa, hemicelulasa vy
pectinasa, todas a concentraciones distintas. El uso de enzimas asociado a ultrasonido como
asistente para la extraccion de compuestos de interés en vegetales demostré una recuperacion de
dichos compuestos por encima de cualquier método (8-11). A diferencia de lo que se creia
anteriormente, el uso de ultrasonido a una frecuencia y potencia adecuada favorece la actividad
enzimética, encontrdndose un mejoramiento hasta del 23% para el caso de la celulasa (12). El uso
de este método, extraccidn enzimatica asistida por ultrasonido (EEAU), no se ha implementado
para la obtencion de esteviésido y rebaudiésido A, por lo que el principal objetivo fue la aplicacion
de esta técnica a S. rebaudiana.

3. PARTE EXPERIMENTAL: Se utilizaron hojas de Stevia rebaudiana secas (humedad no mayor
al 3%) de la variedad criolla, posteriormente fueron pulverizadas y tamizadas para obtener un
tamafio de particula uniforme.

Para la extraccion convencional con equipo Soxhlet se utiliz6 5 gramos de pulverizado de hoja el
cual fue posteriormente extraido con metanol en una proporciéon de 1:10 (w/v) y una temperatura
de 50°C por 2 horas (equivalente a 4 reflujos).

La extraccion asistida por ultrasonido se utilizo el pulverizado de hoja, 2.5 g de hoja, se disolvi6 en
una mezcla de 12.5 ml de una solucién buffer de acetato de sodio (0.02 M, pH 5) y 25 ml de
metanol. La mezcla fue expuesta a sonicacion en un bafio de ultrasonido de 44 kHz por 60 min a
temperatura ambiente.

En el caso de la extraccion enzimética se pesaron 2.5 g de hoja pulverizada en un matraz
Erlenmeyer y se disolvieron en una mezcla de 12.5 ml de solucién buffer de acetato de sodio (0.02
M, pH 5) y 25 ml de metanol. Por otra parte se realiz6 una mezcla de tres enzimas: celulasa,
hemicelulasa y pectinasa para obtener una concentracion de 0.2 g/ml de cada enzima. La mezcla
del extracto fue tratada con dos cantidades diferentes de enzimas, al 0.5% y al 3.0% con respecto
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al peso total del material vegetal, posteriormente la mezcla se traté a diferentes temperaturas, 50,
55y 60°C por 60 min.

Para la extraccion enzimatica asistida por ultrasonido (EEAU) se pesaron 2.5 g de pulverizado de
hoja y se disolvieron en 12.5ml de solucién buffer de acetato de sodio y 25 ml de metanol. Se
agreg6 0.5% de enzimas, la mezcla se expuso a sonicacién en un bafio de ultrasonido por 1 hora.
El método de clarificacion de los extractos se realizO mediante un aclaramiento con carbon
activado (1 g de carbén por cada 50 ml de extracto), después un proceso de filtrado junto con
enjuagues de metanol. Por Udltimo una concentracion del extracto hasta obtencién de polvo
mediante el uso de rotaevaporador acoplado a vacio.

Para la determinacion de esteviésido y rebaudidésido “A” se ocupd el método analitico de HPLC
con equipo HP 1100 (Mddulo de separacién DAD) y un sistema cuantificador (Agilent OpenLAB
CDS Chem Station 490 Micro GC Driver v1.9.0. Software). Se utiliz6 una columna LiChrospher®
100, 250-4 mm RP-18c (5 um, Agilent) a 20°C. Las muestras (10 pL) fueron eluidas a un flujo de
0.7 mL/min, utilizando una fase mdvil isocratica de agua (H,O) Yy acetonitrilo (CHsCN) relacién
65:35 respectivamente. Los compuestos fueron detectados a 210 nm utilizando un detector de
arreglo de diodos (DAD Agilent HP 1100 G1312A). La cuantificacion de esteviosido y rebaudiésido
“A” se realizé por el método estandar externo, por lo que se construyeron curvas de calibracion con
soluciones estandar de 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 mg/mL en agua
con los compuestos puros de Esteviosido (TCI) rebaudioésido “A” (TCI).

Para el analisis de datos se realiz6 un ANOVA (p<0.05) utilizando el software Minitab® 17.1.0.0

4. CONCLUSIONES: El método de extraccién enzimatica obtuvo los mayores rendimientos, siendo
de 20.56 + 2.21 y 68.40 + 7.88 mg/ g de hoja para estevidsido y rebaudiésido “A” respectivamente.
Sin embargo, el método propuesto en el presente trabajo, EEAU, fue el método con los menores
rendimientos (estevidsido: 16.19 + 2.73 y rebaudiésido A: 56.72 + 9.40), incluso menores a los
encontrados por el método convencional. El método con ultrasonido demostré ser mejor que el
método convencional con Soxhlet, pero no mejor que el método enzimatico, esto de acuerdo a lo
presentado en la tabla 1, donde se muestran todos los resultados de los métodos desarrollados en
el presente estudio.

Tabla 1. Rendimiento de estevidsido y rebaudidsido “A” por los distintos métodos empleados.

Enziméatico 0.5% 88.96 + 10.08 20.56 + 2.21, 68.40 + 7.88,
Ultrasonido 78.12 +4.64 16.81 + 1.09, 61.31 + 3.55,
Soxhlet 76.97 + 0.68 17.39 + 0.40, 59.58 + 0.30,
EEAU 7291 +12.13 16.19 + 2.734 56.72 + 9.404

El efecto de la disminucién en la los glucésidos de esteviol observada en el método EEAU puede
ser debido a un tiempo mayor de exposicibn a radiacion ultrasénica segun lo sugerido por
Subhedar et al. (12) donde menciona que una exposicion por arriba de los 50 minutos decrece
significativamente el rendimiento de la enzima, encontrando cantidades inclusive por debajo de un
tratamiento enzimatico simple.

El método de extraccion ultrasonica resultd con menores rendimientos en comparacion al método
enzimatico debido a la temperatura, segun distintos autores (6, 13) mencionan que la extraccion de
estevidsido y rebaudidsido A se ve favorecida al aumentar la temperatura, de forma que este factor
tiene efecto importante en la extraccion.
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La extraccion de rebaudiésido “A” fue en promedio 77.4% mayor en comparacién con el
estevidsido, esto observado en todos los métodos de extraccion realizados en el presente estudio.
Este fendbmeno fue debido a la variedad de la planta (criolla) tanto como por el uso de metanol.

La temperatura tiene una importante influencia en la actividad enzimatica (p<0.05) encontrandose
que a los 50°C se obtuvieron los mejores rendimientos tanto de estevidsido (20.56 + 2.21 mg/g de
hoja) como de rebaudiésido “A” (68.40 + 7.88 mg/g de hoja). Conforme se incrementd la
temperatura, el rendimiento disminuia gradualmente para el caso del uso de celulasa, hemicelulasa
y pectinasa, observandose el menor rendimiento a la temperatura de 60°C (19.25 + 0.78 mg/g de
hoja para estevidsido y 61.97 + 2.88 mg/g de hoja para rebaudiésido “A”), sin embargo, dichos
rendimientos son mayores a los blancos (Tablas 2 y 3). Estos resultados concuerdan con los
encontrados por Puri et al. (7) debido que a los 50°C existe una sinergia entre la mezcla enzimatica
y la posible degradacion de la pared celular, logrando asi rendimientos mayores que a
temperaturas cercanas a los 60°C. Se menciona que la pectinasa y celulasa tienen un descenso en
el rendimiento sobrepasando los 60°C, siendo similar al observado en este trabajo, esto es debido
a la desnaturalizacion de la proteina y evidente inactivacion de la misma, sin embargo, la
hemicelulasa tiene su mayor rendimiento a los 60°C.

Para el caso de la concentracion de enzima, el uso de 0.5% de la mezcla de enzimas resulté la
mejor ya que se obtuvieron los mejores rendimientos (68.40 + 7.88 mg/g de hoja) en comparacion
por los observados con el uso de enzimas al 3% (66.22 + 2.65 mg/g de hoja). Esto es benéfico
debido a que se puede obtener mayores concentraciones de glucdsidos de esteviol con un menor
gasto de enzimas.

Tabla 2. Rendimiento de estevidsido por el método enzimético.

Blanco 0.50% 3.00%
12.38 £0.12, 20.56 + 2.21, 20.32 +1.18;
16.01 £ 0.04, 19.81 + 1.784 19.52 + 1.064;
15.93 + 0.27, 17.92 + 0.70, 19.25 + 0.78;

Tabla 3. Rendimiento de rebaudiésido A por el método enzimatico.

Blanco 0.50% 3.00%
43.15 +0.10, 68.40 + 7.88; 67.77 + 3.41,
53.59 + 0.15, 68.32 + 5.29, 66.22 + 2.65,
53.14 + 0.19, 61.97 + 2.884 65.03 + 2.10¢

El sistema de gradientes usado en el presente trabajo logré una adecuada separaciéon de los

glucosidos de interés (Figura 1), con un tiempo de retencién de 5.201 min para el estevidsido y
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4.928 min para rebaudiosido “A”. Con reproducibilidad en los diferentes métodos de extraccion
(Figura 2).
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Figura 1. Cromatograma de la mezcla de estevidsido y rebaudiosido “A”
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Figura 2. Cromatograma de extraccion quimica convencional con sistema Soxhlet. Sefial de
estevidsido a 5.172 min (0.98 mg/ml) y sefial de rebaudiosido “A” a 4.90 5min (3.40 mg/ml).
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Pudiendo concluir con todo esto que:

La extraccién enzimatica obtuvo el mayor rendimiento de glucésidos de esteviol en el
presente estudio, al usar 0.5% de la combinacién de celulasa, hemicelulasa y pectinasa a
una temperatura de 50°C por un lapso de 60 minutos. Bajo las condiciones anteriores se
logré un rendimiento de 13.9% mayor al obtenido por el método convencional.

El uso de ultrasonido a temperatura ambiente, con una frecuencia de 44 kHz y por un
lapso de 60 minutos mostré un rendimiento de 10.4% menor al método enzimatico, pero
2.9% mayor al método convencional.

El método de extraccion enzimética asistida por ultrasonido demostré tener menor
rendimiento en comparacion con el método convencional (4.9%) y los no convencionales

(17.1%), debido a una posible inactivacién enzimatica a las condiciones expuestas en el
presente estudio.

La extraccion de rebaudidsido “A” fue en promedio 77.4% mayor en comparacion con el
esteviodsido, esto observado en todos los métodos de extraccién realizados en el presente
estudio. Este fenédmeno fue debido a la variedad de la planta (criolla) tanto como por el uso
de metanol.

La extracciéon del rebaudiésido A fue mayor a la del esteviésido debido a la variedad de
planta utilizada, asi como el uso de metanol para su extraccion
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