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RESUMEN 

 

En el presente trabajo, se estudió la influencia de la temperatura y las 

proporciones relativas de etanol y agua en el solvente de extracción, en lecho 

percolador, de los componentes edulcorantes principales de las hojas molidas de 

Stevia rebaudiana Bertoni. Los ensayos se realizaron a escala laboratorio, 

partiendo de un material vegetal con alta proporción de Rebaudiósido A, el 

componente de mejores características edulcorantes. 

El rango de temperaturas estudiadas fue de 30 ºC a 70 ºC, mientras que el 

rango estudiado de mezclas etanol:agua estuvo entre 0:100 y 100:0 desde agua 

pura a etanol puro. A partir de los resultados obtenidos, se realizó un tratamiento 

estadístico con el fin de determinar las condiciones óptimas de operación. 

Complementariamente, se determinaron las curvas de solubilidad del 

Esteviósido, del Rebaudiósido A y de mezclas de Esteviósido y Rebaudiósido A en 

los mismos rangos de temperaturas y proporciones etanol:agua utilizados en las 

experiencias de extracción. 

En cuanto a la eficiencia de la extracción, ésta aumentó linealmente con la 

temperatura y fue mayor cuando el porcentaje de etanol en el solvente mixto se 

encontraba entre el 30 y 70 %. Los resultados obtenidos fueron concordantes con 

las solubilidades  de Esteviósido y Rebaudiósido A en estos solventes mixtos; 

difirieron en solvente acuoso, posiblemente debido al fenómeno de co-

solubilización de los glicósidos en agua. Los extractos de mayor pureza se 

obtuvieron con etanol:agua 70:30. Sin embargo, no se pudo establecer la 

dependencia de la pureza con la temperatura y el solvente mixto utilizando una 

ecuación de segundo orden. En condiciones óptimas (etanol:agua 36:64 y 70°C), 

el porcentaje de Esteviósido recuperado fue del  93,46 % y el de Rebaudiósido A, 

del 87,50 %, cuando el tiempo de operación fue de una hora y obteniendo 1 L de 

extracto bruto por cada 200 g de hojas secas molidas. 



ABSTRACT 

 

             In the present work, the influence of temperature and relative ratios of 

ethanol and water in the extraction solvent, in percolator bed, of the main 

sweetener components of ground leaves of Stevia rebaudiana Bertoni were 

studied. Assays were performed at laboratory scale, from plant material with high 

proportion of Rebaudoside A, the component carrying the best sweetener 

characteristics. 

             The range of temperatures studied was of 30 ºC to 70 ºC, while the scope 

of the ethanol:water varied from 0:100 up to 100:0 from pure water to pure ethanol. 

From the results obtained, a statistical treatment was performed with the aim of 

determining the optimal conditions of operation. 

In addition, and as complimentary to this work, solubility curves of 

Stevioside, Rebaudioside A and mixtures of Stevioside and Rebaudioside A in the 

same ranges of temperature and proportions ethanol:water used in the extraction 

experiences were determined. 

As for the efficiency of the extraction, this increased linearly with 

temperature and is greater when the percentage of ethanol in the mixed solvent fell 

between 30 and 70 %. The results obtained were in agreement with solubilities of 

Stevioside and Rebaudioside A in mixed solvents. They differed in aqueous 

solvents, probably due to the phenomenon of co-solubilization of glycosides in 

water. The extracts with greater purity were obtained with ethanol:water 70:30. 

However, the dependence of purity with temperature and the mixed solvent could 

not be established using a second degree equation. In optimal conditions 

(ethanol:water 36:64 and 70 °C), the percentage of recovered Stevioside was 

93,46 % and of Rebaudioside A was 87.50 %, when the operation time was one 

hour, obtaining 1 liter of crude extract from 200 g of ground dry leaves. 
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CAPÍTULO I 

 

 

INTRODUCCION 

 

Stevia rebaudiana Bertoni, “stevia” o “estevia”, es una hierba perenne 

originaria del Paraguay y naturalizada en el sur de Brasil y en el litoral argentino. 

Se presenta como una importante fuente de edulcorantes en un mercado 

creciente; los principios endulzantes que de ella se extraen, constituyen una 

alternativa a edulcorantes de alto poder con la ventaja de ser componentes 

naturales. 

Los compuestos de sabor dulce se encuentran presentes principalmente 

en las hojas de la planta. Su contenido como esteviolglicósidos totales puede 

variar entre 4 - 20 % b.s. (Abelyan et al., 2011a; Geuns, 2003; JECFA/63, 2004). 

Se extraen cuatro glicósidos principales: Esteviósido, Rebaudiósido A, 

Rebaudiósido C (Dulcósido B), y Dulcósido A y seis glicósidos menores, 

Rebaudiósido B, D, E, F, Rubusósido y Esteviolbiósido (Geuns, 2007a). 

Según las especificaciones del Comité Mixto de Expertos en Aditivos 

Alimentarios FAO/OMS (JECFA/63, 2004), los extractos de stevia contienen alto 

porcentaje de Esteviósido y Rebaudiósido A y pequeñas cantidades de los otros 

esteviolglicósidos, además de componentes típicos de las hojas como ser 

pigmentos, carbohidratos, proteínas (Chabot y Beaulieu, 2012; Goto, 2004; 

JECFA/69, 2008a; Kutowy et al., 1999; Pasquel, 1999). 

La composición química de los preparados comerciales de stevia varía 

considerablemente en función del proceso de elaboración así como de las hojas 

utilizadas como materia prima (Geuns, 2007a; JECFA/68, 2007). Los productos 

disponibles en el mercado no contienen menos del 80 % de los cuatro 

esteviolglicósidos principales y la suma de los porcentajes de Esteviósido y 

Rebaudiósido A no es menor al 70 %. Los seis glicósidos menores están 

presentes en pequeñas cantidades (5 - 10 %) y la composición (cualitativa y 
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cuantitativa) de las restantes fracciones de los extractos no ha sido 

suficientemente caracterizada (JECFA/69, 2008b). 

El Esteviósido y Rebaudiósido A son los mayores responsables del sabor 

dulce; la relación entre estos dos determina la calidad del sabor (Geuns, 2007a; 

Kinghorm y Soejarto, 2001); en el edulcorante de uso tradicional, el Esteviósido 

representa más del 50 % del total de los esteviolglicósidos ofreciendo un sabor a 

“regaliz” o retrogusto persistente; si el porcentaje de Rebaudiósido A es superior a 

50 % hay una apreciable reducción de retrogusto. 

A nivel nacional, la denominación Esteviósido fue sustituida por 

esteviolglicósidos  como aditivo, con la descripción y especificaciones establecidas 

por JECFA/69 (CAA, 2011). El Código Alimentario Argentino aprueba como 

edulcorantes siete  glicósidos de esteviol: el Esteviósido, el Rebaudiósido A y los 

glicósidos asociados: Rebaudósido C (Dulcósido B), Dulcósido A, Rubusósido, 

Esteviolviósido y Rebaudósido B; obtenidos por extracción con agua a alta 

temperatura a partir de las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni. El CAA especifica 

además una pureza no inferior a 95% como esteviolglicósidos totales para los 

productos comercializados como formulaciones en polvo (CAA, 2011). 

Para obtener los principios endulzantes valiosos de las hojas existen 

reportados en la literatura científica y patentados, numerosos procesos (Jonnala et 

al., 2006; Midmore y Rank, 2002; Rojas, 2009). Ellos involucran, en general: 

(I) Obtención del extracto bruto. 

(II) Floculación / separación por intercambio iónico / procesos de 

membranas. 

(III) Precipitación / filtración. 

(IV) Cristalización / concentración y secado. 

La primera etapa en el procesamiento de stevia es la extracción con agua, 

solventes orgánicos o fluidos supercríticos, en algunos casos, precedida de una 

eliminación de los componentes lipídicos de las hojas o desengrase (Geuns, 

2007a; JECFA/69, 2008b; Jonnala et al., 2006; Pasquel et al., 2000; Pól et al., 

2007a; Yoda et al., 2003). 
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Desde el punto de vista de la tecnología de alimentos, la extracción sólido-

líquido, extracción con solventes o lixiviación, es una operación de transferencia 

de materia basada en la disolución preferente de uno o más principios solubles de 

una matriz sólida, por contacto con un disolvente líquido selectivo (Mafat y Béliard, 

1994; Treybal, 1988). Se trata de una operación de transferencia de masa en un 

sistema multicomponente, multifásico y en estado transitorio (Aguilera, 2003). 

Durante la operación, en una etapa, el solvente se mezcla íntimamente con el 

sólido, el contacto se mantiene durante el tiempo requerido y la mezcla se divide 

en dos corrientes (Brennan et al., 1998). Por regla general, la fase noble resultante 

de la operación de separación  está constituida por la solución o mezcla del 

extracto y la fase insoluble constituye el residuo o torta; se da el caso contrario 

cuando lo que se busca es eliminar componentes indeseables de la matriz (Mafat 

y Béliard, 1994). 

Durante la interacción entre el sustrato que contiene los solutos y el 

solvente, se desarrolla una secuencia de pasos fenomenológicos en la extracción 

de principios valiosos a partir de una matriz biológica (Aguilera, 2003; Mafat y 

Béliard, 1994). Estos incluyen: 

1. Sorción, entrada del solvente en la matriz sólida e hinchamiento de 

las partículas. 

2. Lavado, un porcentaje de solutos contenidos en las células dañadas 

por la molienda o el secado, se extrae directamente. 

3. Solubilización y/o descomposición de componentes por hidrólisis. 

4. Difusión, transporte de solutos hacia el exterior de la matriz sólida y 

migración hacia la solución de extracto. 

5. Separación y descarga. 

La extracción selectiva con solventes se utiliza ampliamente para 

recuperar componentes valiosos de los alimentos o eliminar compuestos 

indeseables. También para la extracción de fitoquímicos  de las plantas (Aguilera, 

2003). Como método de separación, continúa siendo uno de los más importantes 

en la producción de sustancias de aroma y sabor a partir de matrices naturales 
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(Lee y Lee, 2003). Esto debido a que estas formulaciones son a menudo muy 

complejas para sintetizarlas económicamente. Las materias primas utilizadas a tal 

fin son: hojas, raíces, semillas, ramas, madera, cortezas, bayas, flores, brotes, 

frutas, pastos, gomas, duramen, bálsamos y exudación de las resinas. La 

tecnología de extracción con fluidos supercríticos ha sido el avance más 

importante en este campo. 

La extracción ideal, a nivel industrial, debería cumplir cuatro condiciones 

(Mafat y Béliard, 1994): 

i. Caudal elevado. 

ii. Máximo rendimiento. 

iii. Elevada concentración de extractos. 

iv. Elevada o débil selectividad en función del objetivo buscado. 

La eficiencia de extracción (lixiviación) depende significativamente de 

varios parámetros que determinan el diseño del  proceso y las características de la 

operación (Tzia, 2003); optimizar  será entonces, el proceso de encontrar las 

condiciones  o valores de las variables de proceso que dan el óptimo (máximo o 

mínimo) de la función o cantidad estudiada. 

El método de lixiviación y la técnica de inmersión total del sólido en el 

líquido han sido los elegidos históricamente para obtener los principios activos 

valiosos a parir de las hojas de stevia (Abelyan 2006; Dobberstein y Ahmed, 1982; 

Jonnala et al., 2006; Kienle, 1992; Kutowy et al., 1999; Morita et al., 1978). El 

sistema de lecho percolador por su parte, se ha utilizado ampliamente en la 

industria farmacéutica y cosmética (Handa et al., 2008) para separar ingredientes  

o partes activas de las plantas o tejidos, de los componentes inactivos o inertes, 

utilizando solventes selectivos de extracción. No se dispone de referencias sobre 

las características del proceso extractivo en estos equipos, para obtener principios 

endulzantes valiosos a partir de hojas de stevia con solventes mixtos (Kutowy et 

al., 1999; Persinos et al., 1973). 

Básicamente, los tanques de percolación son equipos donde sólidos de 

tamaño intermedio pueden lixiviarse adecuadamente (Treybal, 1988); son de 
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construcción variable según la naturaleza del sólido, el líquido que se va a manejar 

y la escala de operación y son relativamente baratos. Las partículas sólidas por 

lixiviar descansan sobre un falso  fondo, una rejilla que puede cubrirse con filtro de 

lona sujeto a la periferia para sostener partículas más finas. Después de que el 

equipo se carga, se bombea solvente dejando que toda la masa se empape o 

remoje durante cierto periodo, durante el cual, el lote del líquido puede circularse o 

no sobre el sólido (Treybal, 1988). La fase líquida resultante puede drenarse a 

través del fondo falso del tanque. 

Destacando la relevancia que ha adquirido en la última década el 

Rebaudiósido A,  esteviolglicósido  de mejores propiedades como aditivo  y por 

ende de mayor valor comercial que el Esteviósido (Carakostas et al., 2008; Geuns, 

2007a; Goto y Clemente, 1998; Morita, 2010), que la información disponible sobre 

la recuperación de glicósidos individuales y  la pureza de los extractos obtenidos 

es escasa, especialmente en el caso de solventes mixtos orgánicos-inorgánicos, el 

presente trabajo plantea la posibilidad de una operación de extracción más 

eficiente utilizando solvente mixto etanol-agua, trabajando a temperaturas 

mayores a las normales, y se propone realizar un aporte al conocimiento del 

proceso extractivo en lecho percolador como técnica para extraer los aditivos 

valiosos a partir la matriz vegetal. 
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ALCANCES Y DEFINICIÓN DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

Cuando se realiza la lixiviación partiendo de hojas molidas de stevia, se 

obtiene una mezcla compleja donde los componentes principales son 

esteviolglicósidos acompañados de otros constituyentes vegetales solubilizados y 

material en suspensión extraído con los solubles de las hojas (Abou-Arab et al., 

2010; JEFCA/69, 2008b; Kolb, 2011; Kutowy et al., 1999). 

La meta a alcanzar a la hora de diseñar y optimizar el proceso extractivo 

son el máximo rendimiento y la más elevada selectividad y dos aspectos tienen 

relevancia a la hora de seleccionar una técnica de extracción son: 

1. La eficiencia del proceso extractivo, que viene dada por el grado de 

extracción de los principios activos valiosos, Esteviósido, Rebaudiósido A, la suma 

de ambos o los esteviolglicósidos  totales (CAA, 2011; Geuns, 2007a; JEFCA/69, 

2008b). 

2. La calidad de los extractos, que  se pondera en base a la 

concentración de Esteviósido y Rebaudiósido A en la mezcla líquida extraída, la 

proporción relativa entre los dos glicósidos (relación Rebaudiósido A / 

Esteviósido), y a la pureza expresada como porcentaje de esteviolglicósidos  

valiosos en el extracto  o materia seca (Kutowy et al., 1999). 

La composición de las impurezas en es un aspecto que condiciona las  

posteriores operaciones unitarias de purificación del extracto bruto o crudo 

(Jonnala et al., 2006; Rezende et al., 2004). 

Tanto la eficiencia del proceso extractivo como la calidad del extracto 

obtenido dependen de muchos factores. Entre ellos composición de la materia 

prima empleada, los tratamientos preliminares, la temperatura y tiempo de 

operación, el solvente de extracción y la relación hojas / solvente (Liu et al., 

2010Tzia, 2003; Zamora, 2007). Pueden emplearse adicionalmente ácidos, álcalis 

o sales minerales así como  la aplicación de agitación,  sonicación, microondas 

para aumentar los rendimientos (Abelyan et al., 2011b; Giovanetto et al., 1990; 

Jiménez et al., 2010; Kolb et al., 2001a; Liu et al., 2010; Soto y Del Val, 2002; 
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Zamora, 2007); enzimas o mezclas de enzimas para mejorar la cinética de la 

extracción o la proporción relativa de determinados principios valiosos en el 

extracto bruto (Abelyan et al., 2006; Puri et al., 2012). 

En la mayoría de las patentes e  investigaciones publicadas, se emplea 

agua como solvente para obtener el extracto bruto de stevia, aunque algunos 

procesos utilizan solventes orgánicos mixtos: etanol y CO2, metanol y CO2; o 

solventes mixtos orgánicos-inorgánicos: propanol-agua, etanol-agua,  metanol-

agua o etanol-agua-CO2 (Abelyan et al., 2011a; Dobberstein y Ahmed, 1982; 

Erkucuk et al., 2009; JEFCA, 2008b; Pasquel et al., 2000). 

Los procedimientos clásicos son la maceración (con agua a baja 

temperatura) y la infusión o decocción (con agua a alta temperatura). Liu et al. 

(2010) optimizaron la extracción acuosa asistida con sonicación determinando  un 

tiempo de 32 min a 68 °C como condiciones óptimas para obtener el máximo 

rendimiento, utilizando una relación 1/10 (hojas / agua), e informaron los 

resultados como carbohidratos totales. En cambio, Chhaya et al. (2012), 

determinaron las siguientes condiciones óptimas para la extracción acuosa: 78 °C 

durante 56 min, utilizando una relación 1/14 (hojas / agua) en la extracción 

discontinua de esteviolglicósidos. Con agua a temperatura de ebullición, los 

rendimientos reportados están entre el 93 – 98% (Alvarez y Kusumoto, 1987; 

Chhaya et a., 2012). Celaya et al. (2012), determinaron un rendimiento de 

extracción de 94,55 % para Esteviósido y de 96,69 % para Rebaudiósido A con 

agua a temperatura de ebullición, utilizando material vegetal de la variedad 

estudiada en el presente trabajo, siendo el tiempo de extracción de 5 min y la 

relación hojas / agua de 1/100. 

Zamora (2007) estudió el efecto de las variables tiempo, temperatura, 

tamaño de partícula y relación hoja / agua, sobre la concentración de edulcorante 

en el extracto, en la extracción discontinua de esteviolglicósidos (en tanque 

agitado), concluyendo  que todas las variables consideradas influyen en el 

contenido de glicósidos en el extracto (no reportó efectos de interacción entre 

variables estudiadas). Dobbelstein et al. (1982), por su parte,  patentaron un 
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proceso para la obtención y purificación de edulcorantes de stevia utilizando 

solvente mixto orgánico-inorgánico (metanol-agua), precediendo a la extracción 

una etapa de separación de impurezas “no glicósidos” con solvente de baja 

polaridad (cloroformo). Los trabajos mencionados (Dobberstein y Ahmed, 1982; 

Zamora, 2007), no hacen referencia a la variedad de stevia utilizada y no reportan 

resultados relativos a los rendimientos de extracción. 

Realizando la extracción con agua a bajas temperaturas (maceración), en 

medio ácido (Kutowy et al., 1999), se obtiene un extracto de mayor pureza. 

Kutowy et al. (1999) utilizaron agua desmineralizada acidificada con ácido 

fosfórico para tratar las partículas pre-secadas de tamaño uniforme (10 - 40 mm) 

durante 10 a 20 min, a temperatura menor a 10 °C siendo la relación hojas secas / 

agua de 1/20. 

La principal ventaja de realizar la operación con solvente acuoso, está en 

su simplicidad y bajo costo. Sin embargo, las operaciones que utilizan agua como 

solvente suelen asociarse a grandes volúmenes o a altos costos de recuperación 

del solvente; largos tiempos de extracción o alto consumo de energía para 

calentamiento o sonicación; además de operaciones posteriores complejas de 

separación y purificación (Aguilera, 2003; Erkucuk et al., 2009; Liu et al., 2010). 

Respecto a la eficiencia de los procesos por lotes con solventes mixtos y a 

la calidad de los extractos obtenidos, la bibliografía disponible es escasa, no 

aporta mayor información sobre la recuperación de componentes valiosos a partir 

de la matriz vegetal y en general no se especifica la variedad de stevia empleada 

(Erkucuk et al., 2009; Evans et al., 2010; Dobbelstein et al., 1982; Giraldo et al., 

2005). 

Giraldo et al. (2005) estudiaron la extracción discontinua de los glicósidos 

de stevia con solventes mixtos etanol:agua determinando que los factores 

solvente, pH y  relación hoja / solvente no influyen significativamente en la 

concentración de azúcares reductores (variable respuesta) siendo la temperatura 

óptima estimada para una extracción eficiente de entre 40 °C y 60 °C. Por su 

parte, Kolb et al. (2001a) optimizaron la extracción de Esteviósido y Rebaudiósido 
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A para el control de calidad de las hojas de stevia (a escala analítica);  

determinando un tiempo de 45 min, utilizando una relación hojas / solvente de 

1/100 para la extracción discontinua  de los glicósidos con etanol:agua 70:30 (p:p) 

asistida con sonicación a 70 °C. 

Otros estudios recientes investigan la extracción de glicósidos utilizando 

fluidos supercriticos (Erkucuk et al., 2009; Pasquel et al., 2000; Pól et al., 2007a; 

Yoda et al., 2003). Yoda et al. (2003) investigaron la extracción de Esteviósido y 

Rebaudiósido A, utilizando una molienda de hojas de tamaño inferior a 10 mesh 

con una relación RbA/Stv = 0,61,  y plantearon un proceso en dos etapas: (i) 

extracción con CO2 (en el cual los glicósidos son insolubles), (ii) extracción con  

CO2-H2O durante 12 h; se extrajo aproximadamente el 50 % del Esteviósido y el 

72 % del Rebaudiósido A presentes en las hojas, en las mejores condiciones. 

Erkucuk et al. (2009), en cambio, optimizaron las condiciones de extracción con 

fluidos supecríticos (SFE) utilizando como co-solvente, etanol:agua 70:30 en la 

extracción con CO2 durante 60 min (medidos desde el momento de puesta en 

régimen). En las mejores condiciones (250 bar; 80 °C; 17,4 % de co-solvente) 

obtuvieron un rendimiento de  3,67 g de Esteviósido y 1,78 g de Rebaudiósido A 

por cada 100 g de material de partida; en la extracción clásica con agua,  Erkucuk 

et al. (2009) obtuvieron los siguientes resultados: 4,17 g de Esteviósido y 2,25 g 

de Rebaudiósido A por cada 100 g de hojas; con la extracción con etanol: 3,38 g 

de Esteviósido y 1,48 g de Rebaudiósido A por cada 100 g de material vegetal. 

Erkucuk et al. compararon además, los costos asociados al empleo de SFE frente 

a las plantas convencionales de extracción (sin considerar costos de equipos de 

evaporación y costos energéticos asociados a la separación del solvente acuoso), 

indicando que para SFE es mayor el costo de capital que para los extractores 

convencionales, mientras los costos de operación son más bajos (Erkucuk et al., 

2009). Similar es el caso de la utilización de equipos que producen ondas 

ultrasónicas o microondas (Alupului et al., 2009) que requieren mayor inversión 

inicial y costos energéticos mayores. 
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Los esteviolglicósidos pueden entonces extraerse con solvente acuoso, 

con solventes orgánicos, orgánicos-inorgánicos y por diversas técnicas incluyendo 

SFE. Cabe señalar que la operación unitaria de obtención del extracto bruto de 

stevia no puede considerarse en forma aislada, sino como la primera etapa en el 

proceso de obtención y purificación de los componentes valiosos de las hojas, de 

manera que la selección del método y la técnica empleados a tal efecto, así como 

los pre-tratamientos, solventes y condiciones de operación, también están 

condicionados por las posteriores operaciones unitarias de purificación, sobre las 

cuales existen reportados y patentados múltiples métodos y procesos, los cuales 

escapan a los límites del presente trabajo. 

 

HIPÓTESIS GENERAL 

 

Es posible obtener elevados rendimientos en la extraccción de Esteviósido 

y Rebaudiósido A en lecho percolador, partiendo de hojas secas y molidas de 

Stevia rebaudiana Bertoni, utilizando solventes mixtos etanol:agua y trabajando a 

temperatura elevada. 

 

. 
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OBJETIVO GENERAL DEL TRABAJO 

 

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la operación de obtención de 

extracto bruto de Stevia rebaudiana utilizando mezclas solventes etanol:agua y 

como materia prima, hojas molidas de stevia con alta proporción de Rebaudiósido 

A. Para  ello, se realizaron ensayos de extracción discontinua a escala de 

laboratorio, en lecho percolador, utilizando etanol:agua en diferentes proporciones 

y trabajando a diferentes temperaturas; se determinaron los rendimientos de 

extracción y la pureza de los extractos resultantes. La información obtenida se 

sometió a un tratamiento estadístico con el fin determinar las condición es óptimas 

de operación. 

 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 

Son objetivos específicos: 

1. Realizar ensayos de extracción en lecho percolador, utilizando  hojas 

secas y molidas de S. rebaudiana,  con solventes mixtos etanol:agua en diferentes 

proporciones (0:100, 30:70, 50:50, 70:30, 100:0) y trabajando a diferentes 

temperaturas (30 °C, 50 °C, 70 °C). 

2. Realizar el seguimiento del proceso extractivo cuantificando las 

siguientes variables dependientes de las condiciones de operación:  

 Esteviósido (g/L). 

 Rebaudiósido A (g/L). 

 Extracto total (g/L). 

 Porcentaje de Esteviósido recuperado de la matriz vegetal. 

 Porcentaje de Rebaudiósido A recuperado de la matriz vegetal. 

 Pureza expresada como porcentaje de Esteviósido en el extracto 

total o materia seca. 

 Pureza expresada como porcentaje de Rebaudiósido A en el extracto 

total o materia seca. 
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 Relación entre el contenido de Rebaudiósido A  y Esteviósido en el 

extracto. 

3. Analizar estadísticamente el comportamiento de las variables 

dependientes para determinar las condiciones óptimas de lixiviación: 

 Temperatura de extracción. 

 Porcentaje de etanol en la mezcla solvente (solvente mixto). 

4. Realizar ensayos de solubilidad de Rebaudiósido A y Esteviósido en 

diferentes solventes mixtos y comprar las solubilidades de los glicósidos 

investigados con los resultados obtenidos en los ensayos de extracción. 

5. Ajustar los datos cinéticos  obtenidos  a modelos matemáticos en 

función de variables de operación en lecho percolador. 
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JUSTIFICACIÓN 

 

Existen numerosos procesos de obtención y purificación de extractos a fin 

de aislar los componentes valiosos de las hojas de stevia, principalmente 

Rebaudiósido A y Esteviósido. Para la primera etapa de proceso, en la mayoría de 

las investigaciones y patentes publicadas, se emplea agua como solvente para 

obtener el extracto bruto aunque algunos procesos utilizan solventes mixtos 

orgánico-inorgánicos como propanol-agua, etanol-agua o metanol-agua; sin 

embargo la información respecto a la eficiencia de la operación de extracción con 

solventes mixtos aptos para su aplicación en la industria alimentaria, a la calidad 

de los extractos obtenidos  y a los rendimientos expresados en función de la 

composición del material vegetal empleado, es muy escasa. 

El presente trabajo se propone realizar un aporte novedoso al 

conocimiento de la operación de extracción de los esteviolglicósidos, utilizando 

lecho de percolación como técnica extractiva y mezclas etanol:agua como 

solvente. Se pone énfasis  en dos aspectos de interés para la industrialización de 

la stevia, la eficiencia del proceso extractivo y la calidad de los extractos brutos 

obtenidos, estudiando el contenido de Esteviósido y Rebaudiósido A (los dos 

esteviolglicósidos de mayor valor como aditivos) de manera independiente. 

Los resultados podrán ser aplicados a escala industrial en la primera etapa 

del proceso de obtención de los glicósidos diterpénicos valiosos como aditivos, a 

partir de las hojas secas y molidas de Stevia rebaudiana Bertoni. 
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CAPÍTULO II 

 

 

II.1       EDULCORANTES 

 

Hasta principios del siglo XX, el hombre solo disponía de edulcorantes 

naturales como el azúcar y la miel; sin embargo, la alta incidencia de la diabetes 

mellitus, la obesidad y las enfermedades cardiovasculares y los esfuerzos puestos 

en la promoción de la salud por parte de gobiernos y organismos internacionales, 

llevaron a la industria alimentaria a desarrollar diversos sustitutos del azúcar 

(Benjumea y Correa, 2001). 

Los “edulcorantes” son sustancias que proporcionan sabor dulce (Kolb, 

2008); los “edulcorantes alternativos” son sustancias que sustituyen total o 

parcialmente a la sacarosa (Chattopadhya, 2007; Nabors, 2011). Los “aditivos 

edulcorantes” en particular, poseen características endulzantes superiores a la 

sacarosa, son hipocalóricos y se utilizan ampliamente en la formulación de 

alimentos dietéticos o de reducido valor calórico (Abelyan et al., 2011a; Nabors, 

2011). 

El sabor dulce aparece en moléculas concretas y no es posible precisar a 

qué átomo en particular se debe. Se acepta que el fenómeno de percepción de 

este sabor consiste en una interacción física reversible entre la molécula de la 

sustancia edulcorante y la estructura molecular característica del centro receptor 

(Bartoshuk, 1983).  No es posible establecer una clasificación de los edulcorantes 

basándose en sus estructuras  químicas debido a la falta de homogeneidad entre 

estás (Cubero et al., 2002; Kolb, 2008); la clasificación frecuente se basa en su 

aporte calórico (Kroger et al., 2006; Nabors, 2011): 

 Edulcorantes de alto contenido calórico: Son ejemplos los 

monosacáridos y disacáridos (sacarosa, glucosa, fructosa) y los polialcoholes 

(maltitol, xilitol, sorbitol entre otros). Son edulcorantes de baja potencia. 
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 Edulcorantes de bajo contenido calórico: Son ejemplos la sacarina, 

ciclamato, acesulfamo K, sucralosa, aspartamo, NHDC (Neohesperidina 

dihidrochalcona) y el Esteviósido y Rebaudiósido A. Son edulcorantes de alta 

potencia. 

Los  edulcorantes de alta potencia y bajo contenido calórico, pueden ser 

de origen natural o sintético, derivados de la modificación de componentes 

naturales por fermentación, tratamiento enzimático o derivación (Abelyan et al., 

2011a). 

En cuanto a las mezclas de edulcorantes de bajo contenido calórico (de 

alta potencia), el ejemplo más representativo (Nabors, 2011) el de la mezcla 

ciclamato-sacarina (3:1); pueden incluirse en este grupo, las mezclas de 

esteviolglicósidos como ser Esteviósido-Rebaudiósido A. 

Si definimos “edulcorantes” como las sustancias que proporcionan sabor 

dulce, es inmensa la cantidad de sustancias que satisfacen esta definición (Kolb, 

2008); si nos limitamos a las sustancias susceptibles de ser empleadas para 

consumo humano, el número de ellas se reduce apreciablemente. Al considerar su 

uso como aditivos, deben poseer una serie de propiedades y cumplir 

determinados requisitos técnico-alimentarios para ser utilizados en reemplazo de 

la sacarosa (Cubero et al., 2002; Nabors, 2011; Kolb, 2008): sabor dulce lo más 

puro posible; bajo contenido calórico; poder edulcorante superior al de la 

sacarosa; propiedades físicas similares a la sacarosa: estabilidad en un rango 

amplio de temperatura y pH; solubilidad suficiente; deben ser no tóxicas y no 

producir sustancias tóxicas al ser empleadas en la formulación de alimentos; 

deben ser inertes respecto a las demás sustancias utilizadas en los alimentos; 

deben ser estables con el  tiempo una vez aplicados en la formulación de 

alimentos; inocuos, no carcinogénicos. 

En la Tabla II.1 se presenta una lista de los edulcorantes de alto poder y 

bajo contenido calórico de uso frecuente en la actualidad, aprobados por el Código 

Alimentario Argentino. 
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Tabla II.1. Edulcorantes de alto poder (bajo contenido calórico) 

Edulcorante Origen a, b, d, e Código INS c Poder edulcorante a, b, d, e 

Sacarosa Natural  1 (estándar) 

Ciclamato Síntesis 952 30 

Acesulfamo k Síntesis 950 200 

Aspartamo Síntesis 951 200 

Esteviolglicósidos Natural 960 150-300 

Sacarina Síntesis 954 300 

Sucralosa Síntesis 955 600 

Neohesperidina dihidrochalcona Síntesis (*) 959 300-1000 

Taumatina Natural (**) 957 2000-3000 

(a) Abelyan  et al. (2011a); (b) Carakostas et al. (2011); (c) CAA (2011); (d) Nabors (2011); (e) 

Talebi et al. (2011). 

(*) Obtenida por hidrogenación alcalina a partir de neoesperidina de Citrus aurantium o naringina 

de Citrus paradisii (Borrego y Montijano, 2001). 

(**) Mezcla de proteínas extraídas de los frutos de Thaumatococcus danielli (Shallenberger, 1993). 

 

Los aditivos edulcorantes de alto poder tienen un metabolismo en el 

cuerpo independiente de la insulina, no afectan el nivel de glucosa en la sangre y 

dar bajo valor nutritivo (Abelyan et al., 2011a; Cubero et al., 2002). Poseen sin 

embargo,  características de sabor diferentes a la sacarosa: regaliz o retrogusto, 

perfil temporal y respuesta máxima, perfil de sabor, sensación en la boca y 

comportamiento de adaptación diferenciados (Abelyan et al., 2011a); por ejemplo, 

el sabor dulce de algunos edulcorantes de alta potencia es más lento al inicio y de 

mayor duración que el del azúcar y por lo tanto cambian el equilibrio del sabor en 

algunos alimentos; en otros casos, como las bebidas bajas en calorías, pueden 

proporcionar características de sabor más deseables para los consumidores. Por 

otro lado, los edulcorantes de alta potencia pueden tener ciertas ventajas en 

cuanto a costos y funcionalidad en comparación con la sacarosa y son 

fuertemente competitivos en la industria alimentaria (Abelyan et al., 2011a). 

 

II.2       Stevia rebaudiana Bertoni 
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II.2.1       Aspectos históricos 

 

La primera descripción de Stevia rebaudiana Bertoni en la literatura 

científica fue realizada por el naturalista de origen suizo Dr. Moisés Bertoni en 

1899; inicialmente la denominó Eupatorium rebaudianum (en honor al químico 

paraguayo Dr. Ovidio Rebaudi), transfiriéndola al género Stevia en 1905 (Goto, 

2004; Midmore y Rank, 2002; Wood et al., 1955). Bertoni aprendió las propiedades 

de las hojas de la planta, de los aborígenes de Paraguay que la denominaban 

“Kaá-hê-ê”, “Ka-Hee”  o “Caá-êhê” (hierba dulce) y la utilizaban para endulzar 

infusiones o contrarrestar el sabor amargo de diversas preparaciones medicinales  

(Brandle, 1998; Chattopadhya, 2007; Midmore y Rank, 2002; Yoda, 2001). Desde 

entonces y debido al interés suscitado por la dulzura de las hojas ha sido objeto de 

múltiples estudios botánicos, químicos y fitoquímicos (Kennelly, 2002; Kinghorn y 

Soejarto, 1985; Wood et al., 1955). 

Las primeras investigaciones sobre composición química fueron llevadas a 

cabo por Rasenack que en 1908 obtuvo un producto cristalino a partir del extracto 

alcohólico de las hojas con presencia de taninos y resinas no caracterizados 

(Kennelly, 2002; Wood et al., 1955). Al año siguiente Dieterich aisló dos fracciones 

a partir del extracto acuoso: una cristalina soluble en alcohol, eupatorin, y otra no-

cristalina insoluble en alcohol designada rebaudin (Kennelly, 2002). 

En 1931, los investigadores franceses Bridel y Lavieille determinaron la 

composición de la fracción rebaudin indicando que se trataba de una mezcla de 

eupatorin con varias impurezas orgánicas (Bridel y Lavieille, 1931), así mismo la 

denominación eupatorin fue cambiada a steviosido debido al cambio de género de 

Eupatorium rebaudianum a Stevia rebaudiana realizada por Bertoni (Kennelly, 

2002; Wood et al., 1955). Bridel y Lavieille (1931) establecieron también, que la 

molécula de steviosido estaba conformada por tres unidades de glucosa 

enlazadas a un nucleo aglicón. Finalmente, en 1955, Wood et al. determinaron la 

naturaleza de las uniones entre los glicósidos y el núcleo terpénico de la molécula 

(Wood et al., 1955). 
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Varias décadas transcurrieron hasta que en EE.UU., el grupo dirigido por 

Mosseting estableciera en 1963, la fórmula estructural completa del Esteviósido, 

Steviol e Isosteviol (Kennelly, 2002; Levy, 1984). 

El Rebaudiósido A en cambio no fue identificado sino hasta 1975 (Kohda 

et al., 1976). Entre los años 1976 y 1977 fueron establecidas las fórmulas 

estructurales del Rebaudiósido A, B, C (Dulcósido B), D, E y del Dulcósido A  

(Kohda et al., 1976; Pasquel, 1999). 

Aunque el Esteviósido fuera aislado en forma impura en los primeros años 

del siglo XX, el compuesto no fue ampliamente utilizado como edulcorante sino 

hasta su desarrollo con este fin por un grupo de fabricantes japoneses en la 

década de 1970 (Kinghorn et al., 2001). El cultivo comercial de stevia no había 

sido desarrollado en forma extensiva en Paraguay, debido a los costos implicados 

en su multiplicación (Kumuda, 2006; Wood et al., 1955). En 1942, las semillas 

fueron enviadas a Inglaterra en un  fracasado  intento de establecer su producción 

y en 1970 un grupo de técnicos japoneses introdujeron las primeras plantas de 

origen sudamericano en el Japón y publicaron numerosos y detallados estudios 

sobre la especie (Brandle et al., 1998a; Levy, 1984). 

Fueron los japoneses los primeros en realizar una investigación 

sistemática sobre la obtención a nivel industrial de extractos de stevia y de los  

glicósidos como cristales purificados si bien en diferentes países se abordó su 

estudio en diversas áreas e incluso se han desarrollado en las últimas décadas 

variedades de  stevia con mayor proporción de los glicósidos de mayor valor para 

la industria de los aditivos edulcorantes (Kolb et al., 2001b). 

En cuanto a la obtención y purificación de extractos, han sido patentados 

más de 200 procesos para la obtención de los metabolitos vegetales valiosos en 

extractos  con diferentes grados de pureza o los cristales purificados de los 

fitoquímicos dulces de stevia. 

Hasta fines del siglo 20, stevia y los edulcorantes obtenidos de la planta, 

se han utilizado ampliamente en Japón donde están prohibidos los edulcorantes 

sintéticos (Kinghorn et al., 2001) y se emplearon en diverso grado en Corea, en 
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algunos países de Europa, en Brasil y Paraguay, ya sea como edulcorante de 

mesa o bien con diferentes aplicaciones en la industria alimenticia y farmacéutica. 

 

II.2.2       Panorama actual y legislación 

 

En el año 2007, el Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos 

Alimentarios, aprobó los edulcorantes obtenidos de las hojas de stevia como 

aditivos (JECFA/68, 2007) y en 2008, se estableció una IDA (ingesta diaria 

admisible) de 0 - 4 mg / kg / día (de peso corporal) para todos los 

esteviolglicósidos expresados como Esteviol (Codex alimentarius 2011; 

JEFA/69a). En 2011, se modificó la Legislación Argentina adoptando la 

denominación de esteviolglicósidos para los fitoquímicos obtenidos de “stevia” o 

“estevia” (CAA, 2011); actualmente el CAA aprueba también, el uso de las hojas 

adicionadas al té o hierbas para infusiones (CAA, 2012), como medio para 

proporcionar sabor dulce. 

El cultivo comercial de la especie vegetal está ampliamente extendido en 

China, Japón, Singapur, Taiwán, Malaysia, Corea, Israel, India, Australia y varios 

países de América del Sur incluyendo Paraguay, Brasil, Argentina, Colombia, 

Bolivia, entre otros (Álvarez, 2010; Rojas, 2012; Upreti et al., 2011). 

Esteviolglicósidos sólidos purificados y extractos acuosos sin purificar o 

parcialmente purificados  de stevia tienen uso como edulcorantes y se utilizan 

ampliamente en la industria de los alimentos (Abou-Arab et al., 2010; Chabot y 

Beaulieu, 2012; Codex alimentarius, 2011; Singh y Verma 2009). 

Las formulaciones comerciales y cristales purificados poseen poder 

endulzante variable dependiendo de la proporción relativa de Esteviósido, 

Rebaudósido A, Rebaudósido C y otros glicósidos o endulzantes ya que en 

general, se trata de mezclas de edulcorantes (Carakostas et al., 2011; Nabors, 

2011). 

Las principales aplicaciones de los glicósidos de steviol, hasta 2010 han 

incluido edulcorantes de mesa, bebidas, alimentos salados y procesados, 
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productos de higiene personal y diversos manjares populares del Japón (Codex 

alimentarius, 2011; Puri et al., 2011); actualmente, tanto la industria de los 

alimentos como la farmacéutica concentran sus esfuerzos en la funcionalización 

de los fitoquímicos dulces de stevia y en la formulación de nuevos productos 

basados en esteviolglicósidos. 

 

II.3       ASPECTOS BOTÁNICOS Y AGRONÓMICOS 

 

Generalidades biológicas. Stevia es un género de la familia Asteraceae 

(Compuestas) subfamilia Asteroideae, originaria de zonas tropicales y 

subtropicales de América del Sur  y América Central (Kinghorn et al., 2001); más 

de 120 especies del género se encuentran distribuidas en una zona triangular 

delimitada por Perú-Bolivia,  sur de Brasil-Paraguay y norte de Argentina 

(Soejarto, 2002; Soejarto et al., 1982). 

De las 110 especies examinadas, sólo en S. rebaudiana se hallaron los 

esteviolglicósidos  valiosos como edulcorantes si bien se ha detectado Esteviósido 

en Stevia phlebophylla, originaria de México (actualmente extinta) y se reportó la 

presencia de glicósidos de esteviol con características endulzantes en algunas 

especies del género Rubus (Kinghorn et al., 1984; Prakash et al., 2012; Soejarto, 

2002; Soejarto et al., 1982). 

Stevia rebaudiana Bertoni es una hierba perenne, nativa del Paraguay y 

presumiblemente endémica en ese país, originaria de la cordillera del Amambay 

(Rio Monday), zona selvática cercana a Ciudad del Este, en el límite con Brasil 

(Soejarto, 2002). 

Es una planta arbustiva, con tallo anual subleñoso, levemente piloso en 

las extremidades, ramificado formando múltiples brotes con tendencia a inclinarse 

pudiendo alcanzar 80 cm de altura (Brandle et al., 1998a; Jarma, 2010; Soejarto, 

2002); de hojas simples, opuestas, rara vez alternas, lanceoleadas muy dulces; 

flores dispuestas en capítulos pequeños generalmente blancas y terminales. La 

raíz es perenne (5 a 6 años de vida), fibrosa, filiforme y abundante. El fruto es un 
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aquenio delgado y plumoso (Jarma, 2010). Como la mayoría de los miembros 

suramericanos del género, S. rebaudiana Bertoni es diploide y tiene 11 

cromosomas apareados (Frederico et al., 1996). 

El hábitat natural de stevia es semi-húmedo subtropical, a 200 - 400 

metros sobre el nivel del mar con 1500 - 1800 mm de lluvia y temperaturas 

extremas de -6° y  43 ºC y mejor comportamiento a 35 - 45º de latitud a cada lado 

Ecuador (Brandle y Rosa, 1992; Midmore y Rank, 2002);  crece en suelos pobres 

y arenosos, requieren constantemente mojado de tallos y aguas poco profundas 

(Midmore y Rank, 2002). Es una planta de días cortos de hasta 13 h (Brandle et 

al., 1998a), con extensa variabilidad dentro de las poblaciones. 

Cultivo. Stevia ha sido cultivada con éxito en gran variedad de 

ubicaciones geográficas en todo el mundo, ya sea como cultivo perenne en 

regiones subtropicales o como un cultivo anual o de vivero en regiones altas, 

demostrando una extraordinaria versatilidad (Brandle y Rosa, 1992; Ramesh et al., 

2006). El clima ideal para su cultivo es sin embargo semihúmedo, subtropical con 

temperaturas que oscilan entré - 6 a 43 °C con un promedio de 23 °C (Brandle y 

Rosa, 1992; Valio y Rocha, 1977). 

En Argentina, el bioclima de la S. rebaudiana (delimitado por índices 

climáticos), abarca la totalidad de la provincia de Misiones, norte y centro de 

Corrientes, sureste de Chaco y extremo noreste de Santa Fe (Falasca y Ulberich, 

2004) (ver Figura II.1). 

Con respecto a la adaptación de stevia, Lavini et al. (2008), han indicado 

la importancia de un programa de mejoramiento para desarrollar genotipos con 

mejor respuesta a medioambientes específicos en concordancia con Jarma y Tatis 

(2010); la concentración diferencial de glicósidos sería gobernada por 

características del genotipo que ante estos estímulos ambientales codificarían 

diferencialmente los genes involucrados en síntesis de enzimas que catalizan 

reacciones específicas de glicosilaciones de Esteviol (Morita y Bu., 2000). La 

planta ha demostrado además, un desarrollo más vigoroso en condiciones 

controladas de cultivo si estas son comparables a su hábitat natural (Shock, 1982). 
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Figura II.1. Bioclima de S. rebaudiana en la Argentina 

Tomado de Falasca y Ulberich (2004) 

 

Reproducción. S. rebaudiana se reproduce por semillas o mediante 

propagación vegetativa a partir de plantas madres por esquejes, micropropagación 

o división de raíces (Maeshwar, 2005; Magalhaes, 2000; Ramesh, 2006), (Figura 

II.2). 

La reproducción por polinización cruzada puede producir grandes 

variaciones en la composición, en poblaciones obtenidas a partir de especímenes 

no seleccionados (Jarma, 2010; Kolb, 2001b; Kumuda, 2006; Magalhaes, 2000); la 

propagación vegetativa (más costosa),  garantiza la obtención del mismo genotipo 

con la limitante del número de plantas (a excepción del cultivo de tejidos o 

micropropagación). 

El momento más propicio para realizar la multiplicación es en la primavera 

con el rebrote (Andolfi et al., 2006; Magalhaes, 2000). Si la reproducción es por 

esquejes, es más apropiado realizar la propagación entes de la floración, para 

obtener un mayor desarrollo de raíces (Kolb, 2011). 



23 

 

 

 

Siembra. La siembra al inicio de la primavera se presenta como la mejor 

opción (Ramesh et al., 2006). El momento adecuado para el trasplante de 

plantines (Figura II.2) está influenciado por condiciones climáticas: temperatura, 

radiación solar, humedad relativa, precipitaciones (Jarma, 2010; Ramesh et al., 

2006); el verano se asocia a clima seco y pobres condiciones de humedad del 

suelo que dificultan el establecimiento del cultivo; la siembra a finales de otoño se 

asocia con la temperatura bajas y menores tiempo para el desarrollo de la planta. 

 

 

Figura II.2. Plantines de stevia. Tomado de Álvarez (2010) 

  

Kolb (2011) recomienda hacer coincidir el trasplante definitivo con épocas 

de abundantes lluvias (en el litoral argentino) y prever un sistema de riego para los 

primeros meses. El cultivo debe mantenerse libre de malezas; la competencia con 

estas es muy fuerte en las primeras etapas (Andolfi et al., 2002); Allium 

schoenoprasum (cebollín) ha resultado el mayor problema en la primera etapa del 

desarrollo  de stevia (Bartoletti y Pozo, 2012). 

En cuanto a las densidades de plantación, utilizando hileras simples o 

hileras dobles, se obtienen rendimientos altos (kg de hojas secas) con arreglos de  

100000 plantas/Ha - 133333 plantas/Ha (Guerrero et al., 2012; Serrati, 2006). 

Prácticas culturales. El crecimiento de stevia y la floración son afectados 

por la duración del día, la radiación incidente, temperatura, humedad del suelo y 

por el viento en los lugares expuestos (Ramesh et al., 2006; Valio y Rocha, 1977). 
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Días cortos promueven la floración; los días largos mejoran los rendimientos en 

hojas y   aumentan la producción de esteviolglicósidos (Shock, 1982). 

Los requerimientos de nutrientes para el cultivo van de moderados a 

bajos, sin embargo para el  cultivo comercial, el abono y un sistema de riego 

aseguran mayores rendimientos (Goenadi, 1987; Ramesh et al., 2006). 

La aplicación combinada de biofertilizantes mejora en general la 

disposición de N, P y K en suelo con el aumento simultáneo de crecimiento, 

nutrición de stevia y rendimiento de las hojas (Das et al., 2009). Por otro lado, la 

deficiencia de nutrientes se traduce en disminución del crecimiento (N), reducción 

en el número de ramas por planta (K), o reducción del contenido de glicósidos (P), 

además de cambios visuales en las hojas (Jarma et al., 2010; Utumi et al., 1999). 

Stevia presenta baja a moderada resistencia a la sequía y sensibilidad a 

las heladas con disminución del rendimiento en las hojas (Ramesh et al., 2006). 

En cuanto a los requerimientos de agua, los niveles de Esteviósido y 

Rebaudiósido A no se ven afectados por el régimen de riego (Lavini et al., 2008), 

sin embargo la provisión de un sistema de riego protege a la planta del estrés 

hídrico. 

Las plagas comúnmente encontradas, identificadas en hojas, tallos y 

raíces han sido fitohongos (Fusarium sp, Rhizoctonia sp, Colletotrichum sp., 

Alternaria sp., Sclerotium sp, Septoria sp); nematodos (Meloidogyne sp); ácaros 

(Tetranychus sp) e insectos (Diabrotica sp, Pseudoplusia includens, Spodoptera 

sp, Schistocerca sp y Agromyza sp), (Arturo et al., 2009; González et al., 2007; 

Madia, et al., 2007; Orrego, 2001). 

Cosecha. Son posibles 3 a 4 cosechas al año (Kolb, 2011; Magalhaes, 

2000; Ramesh et al., 2006) en regiones donde las condiciones de cultivo son las 

ideales, con tres o cuatro ciclos reproductivos anuales: temprano (110 días), 

medio (180 días) o tardío (200 días), dependiendo de la variedad (Garnighian, 

2012). 

La parte aprovechable son las hojas (Bondarev et al., 2003; Yadav et al., 

2011); el contenido de los tres principales glicósidos de la planta (Esteviósido, 
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Rebaudiósido A, Rebaudiósido C) decrece en el siguiente orden: hojas, flores, 

tallos, semillas, raíces (Figura II.3). Durante el ciclo, se observa además, un 

aumento gradual del contenido de glicósidos en hojas maduras y tallos hasta la 

floración (Bondarev et al., 2003). 

La cosecha puede realizarse antes del inicio de la floración coincidente 

con niveles máximos de esteviolglicósidos o al inicio de la floración coincidente 

con el máximo de masa foliar para obtener mayores rendimientos en glicósidos 

valiosos (Andolfi et al., 2002; Kolb et al., 2001c; Rojas, 2009), (ver Figura II.4, 

Figura II.5). 

 

 

Figura II.3. Composición y contenido de esteviolglicósidos en órganos 

vegetativos y reproductivos de Stevia rebaudiana. Tomado de Bondarev et al. (2003) 

 

Rendimientos agronómicos. Los rendimientos agronómicos dependen 

principalmente de los caracteres genéticos de las plantas utilizadas y de su 

expresión fenotípica regida por factores climáticos, ambientales y culturales 

(Jarma et al., 2010; Metivier y Viana, 1979). La calidad de las hojas, por su parte, 

también varía ampliamente en función de  múltiples factores que incluyen 

exposición al sol, método de irrigación, prácticas agrícolas, saneamiento, pre-

tratamiento y almacenamiento (Yadav et al., 2010). 
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Figura II.4. Etapas en la floración. Tomado de Yadav et al. (2011) 

 

  

Figura II.5. Plantación experimental de stevia. Tomado Guerrero et al. (2012) 

 

Andolfi et al. (2006) estudiaron la adaptación de dos genotipos originarios 

del Brasil en Italia central, obteniendo rendimientos de 3600 kg/Ha en el primer 

año (expresados como materia seca) con un aumento en la producción de  las 

hojas hacia el tercer año, alcanzando un máximo de 6100 kg/Ha hacia el sexto 

año. También establecieron una vida útil comercial de 5 a 6 años para las 

plantaciones de estudio con dos cortes anuales y observaron diferencias en 

cuanto a rendimiento en los genotipos investigados (Andolfi et al., 2006). Otros 

resultados se presentan en la Tabla II.2. 
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Tabla II.2. Rendimientos agronómicos 

Variedad Ciclos, cortes Rendimientos País Fuente 

Eireté 

 

temprano, 

4 ciclos por año 

5.000 kg / Ha / año Paraguay Álvarez (2010) 

PC1  

 

tardío,  

2 cortes por año 

5.000 kg / Ha / año Paraguay Álvarez (2010) 

AKH L4 

 

temprano, 

4 ciclos por año, 

3 cortes 

4.500 kg / Ha / año Paraguay Álvarez (2012) 

Morita I   

 

1.174 kg/Ha 

(primer corte) 

Colombia Jarma et al. (2011) 

Morita II   

 

1.789 kg/Ha 

(primer corte) 

Colombia Jarma et al. (2011) 

 

Morita II 

 

5 - 6 cortes al año 

 

6000-9000 kg / Ha / año 

 

Paraguay 

 

González  (2006) 

No especifica   

 

1.144,8 kg/Ha 

(primer corte) 

Bolivia Candeira et al. (2002) 

No especifica 2 - 3 cortes al año 
 

2.000 kg/Ha 
Bolivia Candeira et al. (2002) 

 

Genotipo B2 

 

2 cortes por año 

 

3.600-6.100 kg / Ha / año 

 

Italia 

 

Andolfi et al. (2006) 

 

II.4    COMPOSICIÓN DE STEVIA REBAUDIANA 

 

II.4.1    Composición centesimal 

 

Más de 100 compuestos han sido identificados en especies del género  

Stevia, siendo los más conocidos (Kennelly, 2002), los glicósidos de esteviol o ent-

kaurenglicósidos. 

Numerosas investigaciones se realizaron sobre composición química de 

las hojas de S. rebaudiana, desde la composición química centesimal proximal 

(Abou-Arab et al., 2010; Kaushik et al., 2010; Rodríguez-Pérez et al., 2010; Savita 

et al., 2004; Tadhani y Subhash, 2006; Wölwer-Rieck, 2012), hasta pruebas 

específicas de identificación o cuantificación de vitaminas, ácidos grasos, 
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flavonoides y polifenoles, terpenos y terpenoides (Abou-Arab y Abu-Salem, 2010; 

Kaushik et al., 2010; Kennelly, 2002; Kim et al., 2011; McGarvey et al., 2003;  

Siddique et al., 2012). 

Kinghorn (1992) reportó los siguientes valores para la composición 

centesimal proximal de las hojas: proteínas: 6,5 %; lípidos: 5,6 %; carbohidratos 

totales: 52,8 %; glicósidos totales: 15 % (Chabot y Beaulieu, 2012). Otros valores 

reportados por diferentes autores, se presentan en la Tabla II.3. Los resultados 

obtenidos  difieren según  la variedad estudiada y su expresión fenotípica regida 

por factores ambientales y culturales (Jarma et al., 2010; Lei y Shi, 2010; Siddique 

et al., 2012; Tavarini et al., 2010; Utumi et al., 1999; Yadav et al., 2011). 

 

Tabla II.3. Composición química centesimal proximal de las hojas de S. rebaudiana 

Componentes 
Abou-Arab et al. 

(2010) 

Savita et al. 

(2004) 

Kaushik et al. 

(2010) 

Humedad (% b.s.) 5,37 7,00 7,70 

Carbohidratos (% b.s.) 61,93 52,00   

Lípidos (% b.s.) 3,73 3,00 2,70 

Proteínas (% b.s.) 11,41 10,00 12,00 

Fibra cruda (% b.s.) 15,52 18,00   

Cenizas (% b.s.) 7,41 11,00 8,40 

K (mg/100 g b.s.) 21,15     

Ca (mg/100 g b.s.) 17,7     

Na (mg/100 g b.s.) 14,93     

P (mg/100 g b.s.)   11,40   

Mg ((mg/100 g b.s.).) 3,26     

Cu (mg/100 g b.s.) 0,73     

Mn (mg/100 g b.s.) 2,89     

Fe (mg/100 g b.s.) 5,89     

Zn (mg/100 g b.s.) 1,26     

 

II.4.2    Compuestos fitoquímicos caracterizados 
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Con respecto a caracterización de compuestos fitoquímicos y actividades 

biológicas de diferentes extractos o fracciones de extractos de Stevia rebaudiana, 

existen reportados en la literatura científica, numerosos estudios (Abou-Arab y 

Abu-Salem, 2010; Abou-Arab  et al., 2010; Kaushik et al., 2010; Savita et al., 2004; 

Shivanna et al., 2013,  entre otros),  (ver Tabla II.4). 

 

Tabla II.4. Caracterización fitoquímica 

Grupo fitoquímico mg/100 g (b.s.) Referencia 

Pigmentos totales 75,61 Abou-Arab  et al. (2010) 

Clorofila A 40,71 Abou-Arab  et al. (2010) 

Clorofila B 27,22 Abou-Arab  et al. (2010) 

Carotenoides totales 7,67 Abou-Arab  et al. (2010) 

Polifenoles totales  4150 Kaushik et al. (2010) 

Flavonoides totales 2300 Shivanna et al.  (2013) 

Taninos 0,01 Savita et al. (2004) 

 

Los grupos fitoquímicos preliminarmente identificados en extractos de 

hojas han sido taninos y  alcaloides, seguidos de glucósidos cardíacos, saponinas, 

esteroles y  triterpenos, compuestos reductores y antraquinonas (Kenelly, 2002; 

Lemus-Mondaca et al., 2012; Rodríguez-Pérez et al., 2010); las pruebas para  

glucósidos cianogenicos, resultaron negativas. 

Otros constituyentes vegetales incluyen labdanos, flavonoides, clorofilas, 

ácidos orgánicos, mono y disacáridos y sales inorgánicas (Gardana et al., 2010; 

Tadhani y Subhash, 2006). 

Los aceites  esenciales y componentes lipídicos han sido caracterizados 

en algunas variedades de stevia (Hossain et al., 2010; Marković et al., 2008; 

Siddique et al., 2012). Siddique et al. (2012) han detectado cerca de 50 

componentes en el aceite esencial, siendo los de mayor presencia (-)-espatulenol, 

oxido de cariofileno, oxido de ledeno-(II), ß-guaieno, geranil vinil eter, indol y 

epoxido de aristona. La fracción lipídica de las hojas está conformada 
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principalmente por ácido palmítico, ácido linoléico, ácido linolénico y ácido 

esteárico (Siddique et al., 2012; Tadhani y Subhash, 2006). 

En cuanto a los ácidos orgánicos (Savita et al., 2004), el de mayor 

presencia es el oxálico; también fueron identificados ácido tartárico, fórmico y 

cítrico (Goto, 2004). 

En la planta se cuantificaron diversos polifenoles y flavonoides con 

actividad antioxidante (Deetae et al., 2012; Kim et al., 2011; Shivanna et al., 2013; 

Tadhani et al., 2007); al respecto, Tavarini et al. (2010), concluyeron que el 

contenido de polifenoles totales y la actividad antioxidante de los extractos, 

guardan relación directa con la proporción de Rebaudiósido A, siendo el genotipo 

en última instancia, el determinante de la capacidad antioxidante de los extractos 

obtenidos de stevia. 

Al hablar de esteviolglicósidos particularmente, se ha investigado su 

actividad sobre la secreción de insulina y los niveles de glucosa en plasma; si bien 

no se ha determinado con exactitud el mecanismo de acción de los ent-

kaurenglicósidos; se ha comprobado que actúan como anti-hiperglucémicos en 

pacientes con diabetes, actuando además como anti-hipertensivos en pacientes 

con hipertensión (Chatsudthipong y Muanprasat, 2009; Geuns, 2003). Los efectos 

sobre el nivel de glucosa en plasma y la presión arterial sólo se observan cuando 

estos parámetros son más altos que la media normal (Chatsudthipong y 

Muanprasat, 2009). 

Desde el punto de vista del procesamiento de las hojas de stevia, los 

componentes de mayor interés (impurezas) son pigmentos, taninos y compuestos 

fenólicos, las gomas (principalmente goma arábiga y karaya), los ácidos grasos, 

péptidos y proteínas y los aceites esenciales (Chabot y Beaulieu, 2012; Goto, 

2004; Goto y Clemente, 1998; Kutowy et al., 1999). 

 

II.4.3    Esteviolglicósidos o glicósidos de esteviol 
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En 2008, el Comité Mixto JECFA aprobó como aditivos, 10 glicósidos de 

esteviol (JECFA/69, 2008b) y desde esa fecha hasta la actualidad han sido 

aislados y caracterizados, 20 glicósidos más (Ohta et al., 2010; Wölwer-Rieck, 

2012) que componen en total entre un 4 - 20 % del peso seco de las hojas 

(Abelyan et al., 2010; Brandle, 2001; Geuns, 2003) y cuyas concentraciones 

varían según la variedad, el fenotipo y las condiciones de cultivo (Carakostas et 

al., 2011; Wang et al., 2012), entre otros factores (ver sección II.3). El contenido 

de los principales glicósidos en hojas de stevia presenta la siguiente variabilidad: 

Esteviósido: 1 - 10 %, Rebaudiósido A: 2 - 13 %, Rebaudiósido C: 1 - 2 %, 

Dulcósido: 0,5 - 1 % (Morita et al., 2011; Wang et al., 2012). En la Tabla II.5 se 

presenta la composición típica (% b.s.) reportada en hojas de algunas variedades 

de S. rebaudiana; otros glicósidos de esteviol, normalmente se encuentran 

presentes en menor proporción (Pfister y Sehgal., 2012). 

 
Tabla II.5. Composición típica (% b.s.) reportada en hojas de algunas variedades de Stevia 

rebaudiana Bert. 

  Esteviol glicósido 

Variedad Esteviósido Rebaudiósido A Rebaudiósido C Dulcósido 

94 - 751 4,88 11,84 1,33 0,05 

Marsolais et al. (1998)         

Mejorada 3,54 11,81 1,31  

Celaya et al. (2012)     

SR13 9,25 3,39 0,59 0,35 

Marsolais et al. (1998)     

Brazil 7,61 3,00 0,54 0,25 

Marsolais et al. (1998)         

 

Los ent-kauren glicósidos (o glicósidos de esteviol), tienen un aglicón 

común, ácido ent- kaurenico (ent-13-hydroxykaur-16-en-19-oico), (Brandle et al., 

1998a; Cataokostas et al., 2011). Difieren en el número y el tipo de azúcares 

unidos a las posiciones 4 y 13 del núcleo kaureno (ver Figura II.6; Tabla II.6). 
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Figura II.6. Estructura de los glicósidos de esteviol. 

Tomado de Cataokostas et al. (2011) 
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Tabla II.6. Esteviolglicósidos, N° de CAS y radicales unidos a las posiciones 4 y 13 del núcleo ent-

kaureno 

  Esteviol glicósido N° CAS R1 R2 

1 Esteviol 471-80-7 H H 

 

2 

 

Esteviolbiósido 

 

41093-60-1 

 

H 

 

β-Glu-β-Glu (2→1) 

 

3 

 

Esteviósido 

 

57817-89-7 

 

β-Glu 

 

β-Glu-β-Glu (2→1) 

 

4 

 

Rebaudiósido A 

 

58543-16-1 

 

β-Glu 

 

β-Glu-β-Glu (2→1) 

              

        Glu (3→1) 

 

5 

 

Rebaudiósido B 

 

58543-17-2 

 

H 

 

β-Glu-β-Glu (2→1) 

              

        Glu (3→1) 

 

6 

 

Rebaudiósido C 

 

63550-99-2 

 

β-Glu 

 

β-Glu-α-Rha (2→1) 

  (Dulcósido B)           

        Glu (3→1) 

 

7 

 

Rebaudiósido D 

 

63279-13-0 

 

β-Glu-β-Glu (2→1) 

 

β-Glc-β-Glu (2→1) 

              

        Glu (3→1) 

 

8 

 

Rebaudiósido E 

 

63279-14-1 

 

β-Glc-β-Glu (2→1) 

 

β-Glu-β-Glu (2→1) 

 

9 

 

Rebaudiósido F 

 

438045-89-7 

 

β-Glu 

 

β-Glu-β-Xyl (2→1) 

              

        Glu (3→1) 

 

10 

 

Dulcósido A 

 

64432-06-0 

 

β-Glu 

 

β-Glu-α-Rha (2→1) 

 

11 

 

Rubusósido 

 

63849-39-4 

 

β-Glu 

 

β-Glu 

 

12 (*) 

 

Esteviolmonósido  

 

H 

 

β-Glu 

Tomado de JECFA/69 (2008b) 

(*) Shibata et al. (1995) 

Glu: glucosa; Rha: ramnosa; Xyl: xilosa 

 

II.4.4    Variedades de Stevia rebaudiana Bertoni 
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Hasta fines del siglo XX, aunque muchos estudios se habían realizado 

sobre composición química de stevia, pocos exploraron la variabilidad genética de 

la especie (Brandle, 1998; Brandle y Rosa, 1992; Kolb. et al., 2001c; Magalhaes, 

2000; Morita et al., 1978; Morita y Bu., 2000). 

Desde principios del siglo XXI, el desarrollo de nuevas variedades de 

stevia con alto contenido de Rebaudiósido A, o también con mayor proporción de  

Rebaudiósido C,  Rebaudiósido D o Rubusósido ha sido el principal objetivo de 

muchos investigadores y criadores de plantas (Álvarez, 2010; Brandle, 2001; 

Garnighian, 2012; Kolb et al., 2001b; Kumar et al., 2011; Morita et al., 2011; 

Markosyan et al., 2011;  Ohta et al., 2010). En la Tabla II.7 se presentan los 

contenidos de Esteviósido y Rebaudiósido A de algunas variedades de stevia 

obtenidas por selección y cruzamiento entre especímenes seleccionados. 

 

Tabla II.7. Variedades de Stevia rebaudiana Bertoni 

Variedad 
Rebaudiósido A 

(%) 

Esteviósido 

(%) 
RbA/Stv País Fuente 

Criolla 3,00 6,00 0,50  Geuns (2007b) 

Eireté 6,78 7,26 0,93 Paraguay Álvarez (2010); 

Serrati (2006) 

Seleccionada 3,10-6,00 5,10-10,00 0,60 Paraguay Jiménez et al. (2010) 

Mejorada 11,81 3,54 3,34 Argentina Celaya et al. (2012) 

AKH L1 11,50 1,30 7,08 Paraguay Álvarez (2012) 

SF6-I 12,70 3,60 3,53 Japón Morita y Bu (2000) 

SF6-II 9,00-10,50 2,00-4,10 5,25-6,00 Paraguay Gonzalez  (2006); 

Morita y Bu (2000) 

SF6-III 7,80 3,60 2,17 Japón Morita y Bu (2000) 

FERM BP-10354 13,10 1,10 11,91 Japón Morita et al. (2011) 

RSIT 94-751 4,88 11,84 2,43 Canadá Marsolais et al. (1998) 

Brasil Zairai 3,00 7,61 0,39 Canadá Brandle et al. (1998b) 

RSIT 94-1838 4,40 5,70 0,77 (*) Canadá Brandle et al. (1998b) 

Genotipo I 5,72 8,36 0,68 Italia Lavini et al. (2008) 

(*) Rebaudiósido C: 10,00 %. 



35 

 

 

 

El rendimiento de las hojas y la concentración glicósidos específicos son 

factores que presentan un alto grado de heredabilidad  (Brandle y Rosa, 1992; 

Brandle, 1998; Garnighian, 2012; Kinghorn, 2002; Kolb et al., 2001b). El enfoque 

por selección y cruzamiento entre genotipos deseables es el método convencional 

para optimizar las características de calidad, obtener variedades superiores y 

especialmente uniformes en un cultivo de alta polinización cruzada como el de 

stevia (Kolb, 2008; Kumar et al., 2011; Magalhaes, 2000).  

 

II.5    PROPIEDADES FÍSICAS Y QUÍMICAS DE LOS 

ESTEVIOLGICÓSIDOS 

 

II.5.1    Comportamiento químico 

 

Además de las reacciones de síntesis metabólica de esteviolglicósidos en 

las células de la planta, pueden mencionarse como las de mayor interés (Ohtani y 

Yamasaki, 2002; Prakash y Prakash, 2012), la transglicosilación enzimática, la 

hidrólisis enzimática y la hidrólisis química (ácida o básica). 

Las reacciones de hidrólisis enzimática y la transglicosilación enzimática 

tienen su principal aplicación en la interconversión de glicósidos de esteviol 

(Abelyan et al., 2004; De Oliveira et al., 2007; Higashi et al., 1994; Kinghorn, 2002; 

Shibata et al., 1995). La transglicosilación enzimática en particular, se emplea para 

mejorar la calidad natural de la mezcla (Abelyan et al., 2004; De Oliveira et al., 

2007; Higashi et al., 1994; Kinghorn, 2002; Markosyan, 2012), o bien para obtener 

altos rendimientos en glicósidos valiosos; por medio de la misma, se transforma 

Esteviósido o los esteviolglicósidos obtenidos de la planta, en otros de mayor 

aceptación comercial. 

La hidrolisis química de los glicósidos puede producirse en las diferentes 

etapas del procesamiento de stevia (Kolb, 2008): secado, extracción o purificación 

de extractos, con consiguiente disminución de los rendimientos (porcentaje de 
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esteviolglicósidos valiosos) y aumento de productos de hidrólisis (como el 

Esteviolbioside, Rebaudiósido B, Isoesteviol y Esteviol). 

 

II.5.2    Estudios de estabilidad 

 

Hidrólisis. Los glicósidos de esteviol son estables a pH entre 3 - 9 en 

disolución acuosa a temperaturas de 100 °C (Goto, 2004; Kolb, 2008). 

Chang y Cook (1983) encontraron que en solución acuosa neutra, los 

productos principales  de degradación del Esteviósido y Rebaudiósido A con la 

temperatura son el Esteviolbiósido y Rebaudiósido B además de D-glucosa (ver 

Tabla II.6); con el calentamiento en condiciones ácidas, aparecen también  otros 

productos de degradación menores, entre ellos Isoesteviol (ver Figura II.7). 

 

 

Figura II.7. Glicósidos de esteviol. 

Tomado de Chatsudthipong y Muanprasat (2009) 

 

Los resultados experimentales indican que la hidrólisis enzimática, ácida o 

alcalina del Rebaudiósido A, produce seis compuestos de degradación menores 
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(Prakash y Prakash, 2012), además de D-glucosa; en la hidrólisis alcalina, el 

principal producto es el Rebaudiósido B. 

La hidrólisis alcalina de Esteviósido produce principalmente  

Esteviolbiósido (Prakash y Prakash, 2011a). En solución ácida, los principales 

productos de hidrólisis del Esteviósido y glicósidos asociados son D-glucosa, 

Isoesteviol y Esteviol (Catharino y Santos, 2012; Kolb, 2008; Prakash y Prakash, 

2011a), (ver Figura II.7). 

Temperatura. Los glicósidos funden a temperaturas que rondan los 200 

°C (ver Tabla II.8). En cambio, con la exposición a temperaturas de 60 °C durante 

varias h (Chang y Cook, 1983), no se produce un deterioro significativo de los 

compuestos valiosos. 

En el secado de las hojas de stevia, una consideración importante es la de 

utilizar con el material recién cosechado, temperaturas que no superen  los 70 °C 

si el secado se realiza en secaderos ya que en estas condiciones, se produce un 

aumento del contenido de Esteviolbiósido y Rebaudiósido B, a expensas del 

Esteviósido y Rebaudiósido A respectivamente (Kolb, 2011; Ramesh et al., 2006). 

La pérdida de componentes valiosos es mayor con el aumento de la temperatura 

de secado (Abelyan et al., 2006). 

 

II.5.3    Formas Cristalinas 

 

Los esteviolglicósidos en estado cristalino, presentan puntos de fusión 

relativamente altos (Tabla II.7) y pueden existir en varias formas polimórficas 

(Cataokostas et al., 2011; Furlano et al., 2012; Prakash et al., 2008; Prakash y 

Upeti, 2008; Salemme y Daines, 2012; Shi et al., 2012); también pueden ser 

aislados en forma amorfa. El estado cristalino o amorfo de cada esteviolglicósido 

tiene influencia en sus propiedades fisicoquímicas y funcionales. Las formas 

metanolato y etanolato se obtienen en la cristalización  del Esteviósido y 

Rebaudiósido A, a partir de metanol y etanol respectivamente (Cataokostas et al., 

2011). 
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II.5.4    Solubilidad 

 

Solventes. Los glicósidos de esteviol son moléculas orgánicas de alto 

peso molecular, con grupos hidrofílicos (glicósidos) e hidrofóbicos (diterpenos), 

(Upreti et al., 2011), siendo las solubilidades de Rebaudiósido A y Esteviósido en 

agua a 25 °C (Kinghorn, 2002) de sólo 0,8 % y 0,13 % (p/v) respectivamente 

(Tabla II.8). 

 

Tabla II.8. Datos físicos de los esteviolglicósidos 

Componente P.M. a Pfu (°C) a, b, c Rotación específica 

[α]D25
 c 

Solubilidad en agua 

% (p/v) 

(25°C) b,c 

Esteviol 318,45 212-213 ND ND 

Esteviolbioside 642,72 195-200 -39,78 0,03 

Esteviósido 804,88 196-198 -43,53 0,13 

Rebaudiósido A 967,01 242-244 -30,70 0,80 

Rebaudiósido B 804,88 245-250 -26,44 0,11 

Rebaudiósido C 

(Dulcósido B) 

951,01 225-227 -38,11 0,21 

Rebaudiósido D 1129,15 245-247 -28,91 0,10 

Rebaudiósido E 967,01 205-207 -34,20 1,70 

Rebaudiósido F 936,99 204-206 -30,96 0,60 

Dulcósido A 788,87 193-195 -52,22 0,58 

Rubusósido 642,73 180-182 -57,40 0,08 

Tomado de: (a) Abelyan et al. (2011a); (b) Kinghorn (2002); (c) Carakostas et al. (2011) 

 

Con respecto a la solubilidad de los esteviolglicósidos individuales o 

mezclas de glicósidos en solventes mixtos alcohólicos-acuosos, la bibliografía 

disponible es escasa; existen sin embargo, procesos patentados basados en el 

empleo de estos solventes mixtos como un método de separación para obtener los 

glicósidos individuales (ver sección II.6.3). 

Formas polimórficas y cristalización. Tanto el solvente de pre-

cristalización  como la forma amorfa o cristalina de los glicósidos o mezclas de 
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glicósidos tienen influencia en la solubilidad de los mismos (Lee, 2011; Prakash y 

Upreti, 2008; Upreti et al., 2011). Al respecto, Prakash et al. (2008), reportaron 

diferencias de solubilidad considerables en función del Rebaudiósido A pre-

tratado. Formas anhidras y amorfas forman soluciones sobresaturadas en agua 

por simple agitación (más de 20 g/100 g, a 25 ° C en 5 min). Sin embargo, si el 

hidrato de Rebaudiósido A se aísla por filtración y secado, exhibe una baja cinética 

de disolución en agua  (menor a  0,2 g/100 g at 25 °C en 5 min), (Catakostas et al., 

2011; Prakash et al., 2008). 

Co-solubilización. La co-solubilización tiene su aplicación industrial más 

importante en el aumento de la solubilidad acuosa de principios activos, mediante 

co-solutos, solventes, sales, etc (Benavente-García et al., 2001; Uchiyama et al., 

2012; Upreti et al., 2011). En el caso particular de la solubilidad de los 

esteviolglicósidos individuales en solvente acuoso, esta es en general baja (ver 

Tabla II.8), pero puede aumentarse por la presencia de componentes orgánicos 

como ser glicósidos, vitaminas, carotenoides, polifenoles o dextrinas, ácidos 

orgánicos entre otros (Liu, 2011). 

Extracción de glicósidos y solubilidad. Al hablar de solubilización de 

glicósidos durante el proceso de extracción, no se dispone de estudios realizados 

sobre el mecanismo de extracción y los fenómenos involucrados en el. Al 

respecto, Handa (2008), explican que la extracción con solventes implica 

transferencia de materia de los principios activos solubles al disolvente con un 

gradiente de concentración. La tasa de transferencia de masa disminuye a medida 

que aumenta la concentración del principio en el solvente hasta alcanzar un 

equilibrio donde ya no se extrae relativamente más principio activo desde la matriz 

vegetal (Handa, 2008). 

En el caso particular de la extracción de glicósidos a partir de hojas de 

stevia, el mismo fenómeno ocurre con esteviolglicósidos y componentes no 

glicósidos como pigmentos, polisacáridos y constituyentes vegetales afines al 

solvente, que se extraen de las hojas ya sea por difusión y solubilización o  

simplemente por lavado (ver Sección II.4.2). En la extracción acuosa de glicósidos, 



40 

 

 

 

Goto y Clemente (1998), han reportado un aumento de la solubilidad del 

Esteviósido en la mezcla del extracto, como consecuencia del aumento de la 

proporción relativa de Rebaudiósido A en el material vegetal investigado. 

En cuanto a los carbohidratos solubles totales, sólidos solubles totales y 

sólidos totales (ver Tabla II.9), los resultados de investigaciones anteriores avalan 

la tesis de que el contenido de glicósidos y el de carbohidratos en la extracción 

acuosa presentan un alto grado de correlación  (Abou-Arab et al., 2010; Liu et al., 

2010; Rojas, 2009; Yoda, 2001), por lo cual es frecuente realizar la determinación 

del contenido de carbohidratos solubilizados, carbohidratos totales (o bien, sólidos 

solubles totales) y ponderar en base a este resultado, el contenido de 

esteviolglicósidos totales en la mezcla de  extracto bruto (ver Tabla II.9, Tabla 

II.10). 

 

Tabla II.9. Correlación entre el análisis por HPLC y el análisis de carbohidratos totales 

Contenido de 

carbohidratos totales (%) 

Contenido de 

glicósidos totales (%) 

Valor estándar relativo 

(comercial) 

2,50 - 4,50 0,00 - 0,60 1 

4,50 - 6,20 0,60 - 2,40 2 

6,20 - 8,05 2,40 - 3,60 3 

8,05 - 9,90 3,60 - 4,80 4 

9,90 - 11,75 4,80 - 6,00 5 

11,75 - 13,60 6,00 - 7,20 6 

13,60 - 15,45 7,20 - 8,40 7 

15,45 - 17,30 8,40 - 9,60 8 

17,30 - 19,15 9,60 - 10,80 9 

19,15 - 21,00 10,80 - 12,00 10 

21,00 - 22,85 12,00 - 13,20 11 

22,85 - 24,70 13,20 - 14,40 12 

24,70 - 26,55 14,40 - 15,60 13 

26,55 - 28,40 15,60 - 18-00 14 

Tomado de Rojas (2009) 
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Tabla II.10. Carbohidratos solubles, sólidos solubles totales y sólidos totales obtenidos por 

extracción en diferentes condiciones 

Componentes % b.s. Solvente Condiciones Referencia 

 

carbohidratos 

solubles 

totales 

11,60 agua 

100 °C, 120 min 

batch Liu et al. (2010) 

16,90 agua 

68 °C, 32 min 

batch, sonicación Liu et al. (2010) 

 

sólidos 

solubles 

totales 

22,22 etanol:agua 70:30 Tamb Rodríguez et al. (2007) 

27,78 agua Tamb Rodríguez et al. (2007) 

36,50 agua Tamb Savita et al. (2004) 

52,80 agua  Kinghorn (1992) 

 

sólidos 

totales 38,34 

etanol 96° 

(variedad Mejorada) 

 

8,5 h 

extracción soxhlet 

Kolb 

(2011, no publicado) 

47,96 

 

agua 

(variedad Mejorada) 

 

8,5 h 

extracción soxhlet 

 

 

Kolb 

(2011, no publicado) 

58,71 

 

agua 

(variedad Mejorada) 

 

100 °C, 5 min 

relación 1/100 Celaya et al. (2012) 

 

II.5.5    Análisis de esteviolglicósidos 

 

Una amplia gama de técnicas analíticas se han investigado y desarrollado  

para cuantificar de glicósidos diterpénicos de stevia en hojas, extractos y 

formulaciones comerciales de edulcorantes (Gardana et al., 2010; Prakash y 

Prakash, 2011b; Pól et al., 2007b; Puri et al., 2011). La cromatografía líquida de 

alta resolución (JECFA/68, 2007) ha sido el método más ampliamente utilizado. 

En la Tabla II.11 (tomado de Wölwer-Rieck, 2012),  se presentan 

diferentes técnicas de separación, utilizando HPLC (cromatografía líquida de alta 

resolución) y UHPLC (cromatografía líquida de ultra-alta resolución) y diferentes 

técnicas de detección. 
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Tabla II.11. Separación y detección de esteviolglicósidos con HPLC (Tomado de Wolwer-Rieck, 

2012) 

Separación Columnas Detector Citado por Wölwer-Rieck (2012) 

 

HPLC 
amino UV Wölwer-Rieck et al. (2010a); JECFA/69 (2008c) 

amino PAD Ahmed y Smith (2002) 

C18 UV UV 
JECFA/73 (2010); Vaněk et al. (2003); 

Rajasekaran et al. (2008) 

C18 + C18 UV Geuns (2010a), Geuns (2010b) 

HILIC UV Wölwer-Rieck et al. (2010b) 

Hydro-RP UV Hoekstra et al. (2009) 

Hydro-RP CAD Clos et al. (2008) 

Carbohidato MS Richman et al. (2005) 

 

UHPLC 
C18 MS Choi et al. (2002); Gardana et al. (2010) 

RP amida C16 UV + MS Pól et al. (2007a) 

HILIC MS Zimmermann (2011); Zimmermann et al. (2012) 

PA + C18 UV Cacciola et al. (2011) 

C18 + amino TOF-MS Pól et al. (2007b) 

C18 + C18 UV Cabooter et al. (2010) 

 

La técnica de HPLC utilizando como columna amino NH2 (fase 

estacionaria) y detector UV (Kolb et al., 2001a) utilizada en el presente trabajo, ha 

resultado apropiada para el control de calidad de un gran número de muestras 

vegetales y también en el análisis de extractos brutos, extractos parcialmente 

purificados y muestras comerciales de edulcorantes de stevia, con algunas 

modificaciones en la preparación de las muestras para análisis, según el caso. 

 

II.6    PROCESAMIENTO DE LA STEVIA 

 

II.6.1    Calidad de stevia para procesamiento 

 

Hasta fines de los ´90, la mayoría de los procesos industriales patentados 

y formulaciones comerciales se centraban en el Esteviósido  (Jonnala et al., 2006), 

pero durante la última década, la industria de alimentos ha migrado a partir de 
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extractos que contienen principalmente Esteviósido a extractos que contienen 

predominantemente  Rebaudiósido A (Carakostas et al., 2011; Chabot y Beaulieu, 

2012;  Kolb, 2001b). Se han establecido nuevos estándares definidos en base a la 

proporción relativa de este componente en las hojas. 

Actualmente, la calidad de la stevia para procesamiento industrial se 

pondera en función del contenido de glicósidos totales en base seca, del contenido 

de los glicósidos principales (Esteviósido + Rebaudiósido A) y de la relación 

Rebaudiósido A / Esteviósido (Álvarez, 2010; De Oliveira et al., 2007; Geuns, 

2007a; Jarma y Jarma y Aramendiz, 2010; Rojas, 2009). 

El contenido de (Esteviósido + Rebaudiósido A) de stevia de calidad 

comercial varía entre 6 % a 14 % o mayor (Abelyan et al., 2011b; Carneira et al., 

2002; Morita y Bu, 2000). También es importante la homogeneidad del lote (Kolb 

et al., 2012), la cual normalmente se logra  realizando la multiplicación y siembra a 

partir de plantas madres con similar composición o de la misma calidad (Tabla 

II.7). 

Los cristales purificados de Rebaudiósido A en el mercado internacional 

tienen precios muy superiores; puede tomarse por ejemplo, el precio relativo 

Rebaudiósido A / Esteviósido de 4/1 (US$) o mayor, siendo el precio del 

Esteviósido, de US$ 30,0/kg FOB, Puerto Shanghai, China (Rojas, 2012). La 

calidad mínima para procesamiento exige una relación Rebaudiósido A / 

Esteviósido de 0,4 a 0,5 (Álvarez, 2010; Geuns, 2007a) o una relación igual o 

mayor a 1, según el caso. 

Otros glicósidos, también considerados valiosos para la industria 

alimenticia y farmacéutica debido a sus propiedades fisicoquímicas o funcionales, 

son Rebaudiósido C, Rebaudiósido D y Rubusósido (Abelyan et al., 2011b; Ley et 

al., 2011, Lui et al., 2012; Shi et al., 2010; Shi et al., 2012). 

La purificación de los glicósidos individuales se realiza por líneas de 

procesamiento diferentes en la industria, de modo que la aptitud de un lote para su 

procesamiento, también estará condicionada por las características del proceso 
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productivo y su capacidad de obtener determinados glicósidos o grupos de 

glicósidos purificados  (Jonnala et al., 2006; Wölwer-Rieck, 2012). 

A los fines del presente trabajo, se definen los parámetros de calidad de 

las hojas de stevia para procesamiento (Kolb et al., 2001a; 2001b), como sigue: 

 Porcentaje de (Esteviósido + Rebaudiósido A). 

 Porcentaje de Esteviósido. 

 Porcentaje Rebaudiósido A. 

 Relación Rebaudiósido A / Esteviósido. 

Expresados como porcentajes en base seca, determinados en las hojas 

molidas obtenidas del lote en cuestión por cuarteo sucesivo y determinados por 

HPLC según Kolb et al. (2001a). 

 

II.6.2    Pre-tratamientos 

 

Secado.  El secado industrial de stevia puede realizarse por oreo (al sol), 

si las condiciones de temperatura ambiente (media o alta) y humedad relativa 

(baja) lo permiten (Kolb, 2011; Rojas, 2009) en un tiempo variable de entre 3-5 

días, o bien bajo cubierta (en galpón). Se utilizan  mallas media sombra en capas 

que no superen los 15 cm de espesor (Casaccia y Álvarez, 2006). 

El secado rápido proporciona hojas de mejor calidad (Ramesh et al., 

2006). Pueden emplearse estufas o equipos de circulación de aire caliente (Rojas, 

2009); en tal caso, la consideración más importante es utilizar temperaturas de 

secado que no superan los 70°C (Kolb, 2011), para evitar el deterioro de los 

componentes valiosos (ver Sección II.5.2). 

La humedad del material seco, almacenado, oscila entre el 6 - 10 % (b.h.) 

dependiendo la temperatura y humedad relativa ambiente (Kolb, 2011; Rojas, 

2009). 

Molienda. Luego del secado (Figura II.8), la separación de ramas e 

inflorescencias puede hacerse de manera manual o por medio de un tamiz de 10 

mm de malla (Rojas, 2009). En la extracción discontinua de esteviolglicósidos de 
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stevia se han utilizado diferentes granulometrías o tamaños de partículas (Tabla 

II.12, Tabla II.13). 

En el caso de extracción en lecho percolador, Kolb (2011), en 

concordancia con Kutowy et al. (1998), indica la conveniencia de trabajar con 

partículas de tamaño intermedio en la extracción de glicósidos de stevia; de esta 

manera, se asegura una buena distribución de flujo del solvente a través del lecho 

evitando canalizaciones. 

 

 

 

Almacenamiento. Las hojas bien secas pueden ser colocadas en bolsas 

de plástico, para proteger las hojas de la humedad o enfardarse mediante 

prensas, similares a las de alfalfa o tabaco (Casaccia y Álvarez, 2006); para la 

exportación, se utilizan los fardos contenedores que pueden albergar a 18.000 a 

20.000 kg de hojas secas. 

 

II.6.3    Proceso de producción 

 

Todos los procesos reportados en la literatura y patentados, siguen 

aproximadamente la misma metodología con variaciones en las operaciones 

finales de purificación y separación de los glicósidos individuales (Chabot y 

Beaulieu, 2012; Geuns, 2007a; Moraes y Camargo, 2001); involucran en general 

múltiples y complejas operaciones. 

Almacenamiento. 

Acondicionamiento 
Extracción 

Separación de palos e 

inflorescencias 
Secado Cosecha 

Molienda 

Figura II.8. Pre-tratamientos de las hojas de stevia 
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En una primera etapa, se realiza extracción con solvente acuoso, 

alcohólico o mixto y / o fluidos supercríticos (Abelyan et al., 2006; Chabot y 

Beaulieu, 2012; Jonnala et al., 2006; Pasquel, 1999; Rojas, 2009), en algunos 

casos precedida de un desengrase con solventes apolares como cloroformo, 

hexano o CO2 (Dobbelstein et al., 1982; Goto, 2004; Kienle, 1992; Yoda, 2001). 

Luego, puede realizarse una filtración con filtro de arena o carbón activado 

(Rojas, 2009) para retener partículas en suspensión; después una clarificación con 

iones metálicos (floculación / coagulación) y una decoloración, microfiltración 

cerámica y / o ultrafiltración, donde se separan coloides, pigmentos y gomas entre 

otras impurezas (Chabot y Beaulieu, 2012; Goto, 2004; Moraes y Camargo, 2001; 

Pasquel, 1999; Zhang et al., 2000). 

Finalmente se realiza la purificación del extracto primario o clarificado 

(Chhaya et al., 2012; Kohn, 2010; Wood et al., 1955; Zhang et al., 2000), utilizando 

resinas de intercambió iónico o bien sistemas de membranas (en los procesos 

más recientes), obteniendo como producto, un extracto claro concentrado donde 

los  glicósidos son los principales componentes (Figura II.9). 

Las siguientes operaciones de separación y purificación dependerán de 

los productos buscados (Chabot y Beaulieu, 2012), pudiéndose diferenciar entre 

dos líneas generales de procesamiento: aquellas en la cuales el principal producto 

es Rebaudiósido A y/o afines, y aquellas donde se obtiene Esteviósido como 

producto principal. El procedimiento usado más frecuentemente en esta etapa de 

separación, es la obtención de glicósidos individuales o grupos de glicósidos por 

cristalización preferencial (Abelyan et al., 2011a; Abelyan et al., 2006; Evans et al.; 

2010; Jackson et al., 2011; Jonnala et al., 2006; Kienle, 1992; Kumar, 1986; 

Pasquel, 1999; Persinos 1973). 

Procesos patentados más recientes, tratan  sobre etapas finales  de 

procesamiento con disolventes por precipitación, cristalización o disolución 

preferencial donde el producto principal es el Rebaudiósido C o D (Abelyan et al., 

2011b; Markosyan, 2011). 
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En cuanto a la tasa de conversión de materia prima en cristales 

edulcorantes, en 2004, la Planta Procesadora de Steviafarma  (Brasil) reportó 

valores del 10 %, o sea, 1 kg de cristales de edulcorantes obtenidos por cada 10 

kg de hojas secas de stevia (Penner et al., 2004). Siendo el material de partida 

empleado de la variedad Criolla con un contenido total de glicósidos endulzantes 

de 14 % (Chabot y Beaulieu, 2012), el rendimiento teórico del proceso completo a 

fin de obtener los principios dulces valiosos será del 71,43 % (de los glicósidos 

totales presentes en las hojas). 

 

II.7    OPTIMIZACIÓN DE LA EXTRACCIÓN 

 

II.7.1    Optimización 

 

Optimizar es el proceso de encontrar las condiciones  o valores de las 

variables de proceso que dan el óptimo (máximo o mínimo) de una función o 

Filtración con 

membranas 

Cristalización 

preferencial 

Floculación / 

Sedimentación 

Extracción / 

Filtración 

glicósido 4 

glicósido 3 

Separación 

Separación 

Cristalización 

preferencial 

Separación 

 

glicósido 2 

glicósido 1 

                                 Figura II.9. Etapas principales de procesamiento 

extracto 

purificado 

extracto  

clarificado 

extracto 

bruto 
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cantidad deseada (Tzia, 2003). Los variables de operación  a tener en cuenta en la 

optimización de un proceso extractivo (Tzia, 2003; Treybal, 1988), se dan a 

continuación: 

II.7.1.1    Preparación de material sólido. Incluye dos pre-tratamientos, 

reducción de tamaños y secado. 

 Reducción de tamaños (trituración, molienda o corte): la 

trituración acelera la acción de lixiviación, porque las porciones solubles quedan 

más accesibles al solvente. Los productos que se van a lixiviar a partir de 

materiales biológicos se encuentran generalmente dentro de las células; si estás 

están intactas, el proceso, por osmosis, puede ser lento. El tamaño de sólidos 

debe ser el adecuado (superficie por unidad de volumen). Cuando la sustancia 

soluble está distribuida de manera más o menos uniforme en el sólido, la acción 

de la lixiviación puede proporcionar canales para el paso del solvente fresco y no 

es necesaria una molienda muy fina. Si las partículas son muy finas, en cambio, 

pueden causar obstrucción e impedir el libre flujo de solventes (Treybal, 1988; 

Tzia, 2003). 

 Secado: Cuando la extracción se realiza a partir de materiales 

vegetales, el sólido  naturalmente  contiene una fase líquida (acuosa). En el caso 

de muchos productos recuperados a partir de raíces, tallos y hojas, el material 

vegetal con frecuencia se seca antes del tratamiento favoreciendo la ruptura de las 

paredes celulares (Aguilera, 2003; Treybal, 1988); luego, el solvente impregna el 

sólido, difunde en el sustrato y libera los solutos por acción directa. 

II.7.1.2    Solventes de extracción. La elección del solvente es la primera 

consideración para un proceso de extracción (Lee y Lee, 2003; Tzia, 2003);  se 

basa en una serie de características: 

i. Solubilidad de solutos valiosos 

ii. Selectividad 

iii. Recuperabilidad 

iv. Idealmente no tóxico, no reactivo, no inflamable 

v. Disponibilidad y bajo costo 
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La selectividad es de especial importancia (Lee y Lee, 2003); la elección 

se basa comúnmente en la similitud de polaridad con los solutos. 

Solventes utilizados en la producción de alimentos e ingredientes 

alimentarios,  además del agua y el hexano, en el cumplimiento de las buenas 

prácticas de fabricación (BPM) para todos los usos son: agua, propano, butano, 

acetato de etilo, acetato de butilo, etanol, acetona y dióxido de carbono (Aguilera, 

2003; Wakelyn y Wan, 2003). Su uso resulta sólo en la presencia de residuos o 

derivados en cantidades técnicamente inevitables que no representen peligro para 

la salud humana. 

II.7.1.4    Temperatura de operación. Por lo general se busca realizar la 

lixiviación a las temperaturas más elevadas posibles debido a que producen la 

mayor solubilidad del soluto o los solutos en el disolvente y concentraciones 

finales mayores en la fase noble (Treybal, 1988); también aumenta la velocidad de 

extracción en todas las etapas (Ibarsz y Barboza-Cánovas, 2005). 

Sin embargo, temperaturas muy elevadas pueden producir pérdidas 

apreciables de solvente, lixiviación de cantidades excesivas de solutos 

indeseables (impurezas) o deterioro químico de componentes sensibles (Treybal, 

1988; Tzia, 2003). 

II.7.1.4    Modo de operación y equipo. El equipo utilizado depende del 

modo de operación: en condiciones continuas (estado estacionario) o en estado 

no estacionario; de la técnica de manejo de los sólidos: lecho fijo, percolación, 

inmersión total del sólido en el líquido, drenaje intermitente o disperso; y la 

disposición a realizar: en una sola etapa o de varias etapas  (Treybal, 1988; Tzia, 

2003). Las operaciones en estado no estacionario incluyen aquellas en las que los 

sólidos y los líquidos se ponen en contacto únicamente por lotes (batch)  y 

aquellas donde un lote de sólidos se pone en contacto con una corriente del 

líquido que fluye continuamente (técnica por semilotes). Los sólidos finamente 

divididos pueden mantenerse en suspensión y dispersarse en todo el líquido con 

la ayuda de algún tipo de agitador, mientras partículas gruesas generalmente se 

tratan en lechos fijos por percolación (Treybal, 1988). 
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II.7.2    Extracción de esteviolglicósidos 

 

Para la obtención del extracto crudo o bruto, se realiza una extracción 

discontinua (maceración, infusión, decocción), (ver Figura 2.10), o percolación a 

partir de las hojas de stevia pre-tratadas, con solvente acuoso, alcohólico o mixto 

(Chabot y Beaulieu, 2012; Goto, 2004; Pasquel, 1999; Rojas, 2009). El producto 

obtenido en esta primera etapa de procesamiento consiste en una mezcla de color 

marrón o verde intenso conteniendo los principios endulzantes, pigmentos de las 

hojas, polisacáridos solubles, proteínas y pectinas, gomas, partículas coloidales y 

otras impurezas (Chabot y Beaulieu, 2012; Pasquel, 1999), (ver Sección II.4.2). 

El grado de extracción (porcentaje extraído) puede variar del 50 al 85 % 

de los glicósidos presentes en las hojas en el proceso a escala industrial, si bien 

han sido reportados rendimientos superiores al 93 % (Chabot y Beaulieu, 2012; 

Chhaya et al., 2012; Kolb, 2011). 

El solvente más ampliamente utilizado para extraer los esteviolglicósidos 

de stevia ha sido agua, trabajando a diferentes temperaturas; el grado de 

remoción de componentes valiosos es en general mayor con la temperatura y se 

correlaciona positivamente con los sólidos solubles totales extraídos (ver Tabla II.8 

y Tabla II.9). 

La eficiencia de extracción, en general aumenta con la disminución del 

tamaño de partículas si la extracción se realiza en tanque agitado; lo frecuente es 

la utilización de partículas de tamaño intermedio (TablaII.2), evitando la 

obstrucción posterior de los filtros (Rojas, 2009; Zamora, 2007). Si la técnica 

elegida es lecho percolador, también resulta más efectivo realizar la extracción 

con partículas de tamaño intermedio (ver sección II.8.1). 

La selección del solvente, de la técnica de extracción y de los parámetros 

de operación, afectan directamente la calidad del extracto bruto (Chabot y 

Beaulieu, 2012;  Kutowy et al., 1999). Realizando la extracción a pH bajo (menor 
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que 3), se obtiene un extracto de mayor pureza (Kutowy et al., 1999), y resultados 

comparables a pH 10 (Chabot y Beaulieu, 2012). 

 

 

A. Tanque de extracción 

1. Alimentación de material vegetal 

2. Alimentación de solvente 

3. Sólidos lixiviados 

4. Mezcla lixiviada 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.10. Equipo de extracción para la obtención del extracto bruto 

de S. rebaudiana. Adaptado de Kutowy et al. (1999); Singh (2008) 

 

El empleo de altas temperaturas también influye en la calidad del extracto  

(Chabot y Beaulieu, 2012; Kutowy et al., 1999); a 50 °C (en columna) se extrae 50 

% más de pigmentos que trabajando a 25 °C (Chabot y Beaulieu, 2012); a 4 °C 

por su parte, la concentración de impurezas se reduce en 70 % en relación a la 

operación a 25 °C. 

 

II.7.3    Optimización de la extracción de esteviolglicósidos 

 

Para la caracterización del producto obtenido en la operación de obtención 

del extracto bruto o crudo de S. rebaudiana, se definen las siguientes variables de 

respuesta o parámetros de calidad: 

 Concentración de glicósidos valiosos en el extracto bruto expresados 

como g de esteviolglicósidos valiosos por L de mezcla del extracto (g/L o bien 

kg/m3). 
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 Grado de extracción de los principios activos valiosos (glicósidos 

recuperados), expresado como porcentaje de esteviolglicósidos extraídos en 

relación a los glicósidos presentes caracterizados en la matriz vegetal. 

 Carbohidratos totales según Rojas (2009), en g/L o kg/m3, por 

correlación (Rojas, 2009). 

 Sólidos totales (extracto total o materia seca) en g/L o kg/m3. 

 Pureza expresada como porcentaje de esteviolglicósido  valioso en el 

extracto  seco total o materia seca. 

En cuanto a su aptitud para optimizar la concentración de glicósidos en los 

extractos, la recuperación de esteviolglicósidos, la cinética de la extracción o la 

pureza de los extractos, se han estudiado con anterioridad, las siguientes 

variables controladas: condiciones de pre-extracción o desengrase, grado de 

molienda (tamaño de partículas), solvente mixto de extracción y pH de solvente 

extractor, temperatura y tiempo de operación, relación hojas / solvente, potencia 

de sonicación, agitación o microondas,  presión de extracción con fluidos 

supercríticos, concentración de enzimas y tiempo de incubación en la extracción 

enzimática, entre otras  (Abelyan et al., 2011b; Abelyan et al., 2006; Giovanetto et 

al., 1990; Jiménez et al., 2010; Kolb et al., 2001a; Liu et al., 2010; Puri et al., 2012; 

Soto y Del Val, 2002; Tzia, 2003; Zamora, 2007). En la Tabla II.12, se presentan 

las condiciones de operación  presentadas en diferentes patentes, para obtener 

los principios endulzantes a partir de la matriz vegetal. 

En la Tabla II.13 se muestran algunos resultados de optimización 

obtenidos por  diferentes autores, al estudiar la extracción de esteviolglicósidos de 

S. rebaudiana. 
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Tabla II.12. Obtención del extracto bruto, algunos procesos patentados 

Técnica 

Solvente 

temperatura 

tiempo 

Relación 

hojas / 

solvente 

(g/mL o 

kg/L) 

Tamaño de 

partículas 
Otros Referencia 

 

Extracción 

discontinua 

con agitación 

interrumpida 

 

agua a pH = 

6,5 

60 °C 

5 h 

 

1 / 10 

 

30 mesh 

 

hojas pre-

secadas a 55 °C 

(en vacío) 

 

Abelyan et al. 

(2010) 

 

Extracción 

en columna 

 

agua 

acidificada con 

ácido fosfórico 

(pH = 2) 

4 °C 

20 min 

 

1 / 20 

 

10 - 40 mm 

 

hojas secas; 

velocidad de 

circulación de 

agua = 24 - 30 

L / min 

 

Kutowy et al. 

(1999) 

 

Extracción 

discontinua 

 

agua 

20 - 65 °C 

 

 

 

 

 

Ca(OH)2 

 

Giovanetto et al. 

(1990) 

 

Extracción 

discontinua 

 

agua a pH = 

6,5 

55 °C 

1 - 12 h 

 

1 / 10 

 

30 mesh 

 

 

 

Purkayastha et al. 

(2012) 

 

Extracción 

discontinua 

 

agua 

50 - 55 °C 

30 – 60 min 

 

1 / 5 - 1 / 15 

 

 

 

 

 

Magomet et al. 

(2011)  

 

Extracción 

discontinua  

 

etanol:agua 

(80:20 p:p); 

80 °C; 60 min 

 

 

 

 

 

respuesta 

optimizada: 

pureza 

 

Chabot  y 

Beaulieu (2012) 

 

Extracción 

discontinua 

 

agua en 

presencia de 

pectinasa, 

celulasa, α-

amilasa 

 

 

 

pulverizado 

 

hojas secas; 

respuesta 

optimizada: 

cinética de 

extracción 

 

Abelyan et al. 

(2006) 
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Tabla II.13. Optimización de la extracción de esteviolglicósidos de stevia 

Técnica de 

extracción 
Condiciones de operación 

Variables 

estudiadas 

Respuesta 

optimizada 
Referencia 

 

Extracción 

discontinua, 

solvente acuoso 

 

100 g hojas secas / 1000 

mL de agua (1 / 10) 

 

temperatura, 

tiempo y 

potencia de 

sonicación 

 

32 min a 68 °C y 

60 W 

 

Liu et al. 

(2010) 

 

Extracción 

discontinua de 

Esteviósido con 

solvente acuoso 

 

hojas secas 

 

temperatura, 

tiempo y 

relación 

hojas/solvente 

 

56 min a 78°C 

y relación 1 / 14 

(g/mL) hojas 

secas / agua 

 

Chhaya et al. 

(2012) 

 

Extracción 

discontinua en 

tanque agitado, 

solvente acuoso 

 

tanque de 800 mL de 

capacidad y agitador 

de 400 rpm 

(valores en escala) 

 

temperatura, 

tiempo, tamaño 

de partícula y 

relación 

hojas/solvente 

 

120 min  

a 40 °C, diámetro 

promedio de 

partícula de 

0,625 mm y 

relación 0,05 

sólido / agua 

 

Zamora (2007) 

 

Extracción 

discontinua con 

buffer acetato y 

metanol, con 

agitación 

 

100 g hojas secas en 100 

mL de buffer acetato 

 a pH 5,  metanol (200 

mL) y mezclas de 

enzimas. Agitación a 

150 rpm 

 

temperatura, 

mezcla de 

enzimas y 

tiempo de 

incubación 

 

45 min a 51-54 

°C, y una mezcla 

de enzimas de 

pectinasa-

celulasa-

hemicelulasa de 

2 % (c/u) 

 

Puri et al. 

(2012) 

 

Extracción 

discontinua, 

solvente mixto 

etanol:agua 

 

Relación hojas / solvente 

1 / 6,25 y 1 / 8 (kg/L) 

a pH 3, 7 y 11 

 

solvente mixto 

etanol:agua, 

relación 

hojas/solvente, 

pH 

 

agua a 

temperatura de 

40-60 °C 

 

Giraldo et al. 

(2005) 

 

Extracción con 

fluidos 

supercríticos, 

solvente mixto 

CO2-H2O 

 

pre-extracción con CO2, 

extracción con 

CO2-H2O 

durante 12 h 

 

temperatura y 

presión de SFE 

 

8 h a 16 °C y 

presión de 250 

bar 

 

Yoda (2001) 

 

Extracción con 

fluidos 

supercríticos 

con solvente 

mixto 

CO2-H2O-etanol 

 

30 g hojas y  90 g 

de CO2 en  60 min 

  

temperatura, 

presión y 

co – solvente 

70:30 

 

presión de 211 

bar, 80 °C y 17,4 

% de etanol:agua 

70:30 

 

Erkucuk et al. 

(2009)  
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CAPÍTULO III 

 

 

III.1    PROPUESTA METODOLÓGICA 

 

Para estudiar la primera etapa de operación en el proceso de obtención y 

purificación de Esteviósido y Rebaudiósido A,  a partir de hojas secas y molidas de 

Stevia rebaudiana Bertoni con solvente mixto etanol:agua, se llevaron a cabo 

experiencias de extracción a escala de laboratorio en condiciones no 

estacionarias, con un sistema de lecho percolador. Se utilizaron 5 solventes de 

extracción (relaciones en peso): etanol:agua 0:100 (agua desmineralizada), 

etanol:agua 30:70, etanol:agua 50:50, etanol:agua 70:30, etanol:agua 100:0 

(etanol absoluto), y trabajando a tres diferentes temperaturas (30 °C, 50 °C, 70 

°C). 

Para hacer el seguimiento del proceso extractivo, durante cada 

experiencia, se retiraba continuamente disolución de extracto por medio de una 

válvula de drenaje situada debajo del falso fondo del equipo de percolación, 

regulando el caudal de salida y tomando volúmenes iguales de extractos en 

tiempos iguales. 

Se obtenían diez fracciones de extracto de 100 mL cada una (ETi), las 

cuales se utilizaban para determinar la concentración de Esteviósido (g/100 mL), 

Rebaudiósido A (g/100 mL) y extracto total o materia seca (g/100 mL). Luego se 

reunían las 10 fracciones obtenidas y se realizaban las mismas determinaciones 

(g/1 L) sobre los extractos resultantes (ETj). También se cuantificaron el volumen 

de solvente empleado y retención de solvente en el lecho por impregnación. 

Se procesaron estadísticamente los datos correspondientes a los 

extractos totales ETj,  analizando el efecto de la utilización de diferentes solventes 

y temperaturas de operación en los resultados de concentración, recuperación de 

esteviolglicósidos y pureza y se verificó la existencia de interacciones entre las 

variables experimentales. 
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Con los datos medidos en las fracciones de extractos ETi,  se determinó la 

cinética de extracción de los esteviolglicósidos investigados, expresados como 

porcentaje de componente valioso recuperado en función del tiempo de ensayo. 

Por otro lado,  se investigó la variación de la solubilidad del Esteviósido y 

Rebaudiósido A con la temperatura en los solventes de prueba. Se realizaron 

ensayos preparando  soluciones sobresaturadas de cada glicósido  en tubos de 

ensayo con cierre hermético, se llevaron a ultrasonido a la temperatura de 

experimentación y luego se colocaron en baño de temperatura hasta alcanzar el 

equilibrio. Finalmente, se compararon los resultados obtenidos de concentración 

de glicósidos valiosos con sus correspondientes solubilidades en los solventes de 

prueba. 
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III.2    MATERIALES Y MÉTODOS 

 

III.2.1    MATERIALES 

 

a. Material vegetal  

 

El material vegetal utilizado en los ensayos de extracción consistió en un 

lote de 12 kg de hojas secas y molidas de stevia con alta proporción de 

Rebaudiósido A, correspondiente a la cosecha realizada a inicios de la floración, 

de acuerdo a Kolb et al. (2001c), en una plantación experimental de Stevia 

rebaudiana Bertoni variedad mejorada (Departamento Capital, Misiones, 

Argentina), durante los meses de enero y febrero de 2010. 

El pre-tratamiento del lote consistió en cosecha manual, secado al sol, 

separación de ramas e inflorescencias y posterior reducción de tamaños en molino 

industrial de cuchillas. A los fines de asegurar la uniformidad del lote entregado al 

laboratorio, se mezcló manualmente. Para caracterizar el material pre-tratado, 

adaptando la clasificación realizada por Sabbatella (2008) para la molienda de 

yerba mate, se distinguieron las siguientes fracciones: 

 Hoja gruesa, fracción retenida en malla de tamiz de 40 mesh. 

 Hoja fina, fracción retenida en malla entre 40 y 100 mesh. 

 Polvo, fracción que pasa el tamiz de 100 mesh. 

 Palos, presentes en muy baja proporción. 

 Inflorescencias, presentes en muy baja proporción debido a la 

fenología (inicio de floración), en el momento de cosecha. 

Se determinó la distribución granulométrica de las hojas molidas del lote, 

para ponderar la proporción de hoja fina, hoja gruesa y polvo del material de 

partida. Los palos presentes fueron retirados manualmente, antes del secado de la 

muestra para cada ensayo de extracción. 

Los resultados de contenido medio de Esteviósido y Rebaudiósido A del 

lote se determinaron para caracterizar al material de partida y se tomaron como 
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base para determinar el porcentaje de esteviolglicósidos recuperados de la matriz 

vegetal en cada ensayo de extracción. 

En la Tabla III.1 se presenta el contenido de humedad, así como el 

contenido de Esteviósido y Rebaudiósido A del lote (n = 4) y en la Tabla III.2 se 

presenta la distribución granulométrica del mismo.  

 

Tabla III.1.  Contenido de humedad,  Esteviósido y Rebaudiósido A del lote 

Componente % (b.h.) CV % (b.s.) 

Contenido de humedad 7,92 ± 3,01 43,21 

Esteviósido 2,40 ± 0,08 3,10 

Rebaudiósido A 10,08 ± 0,63 4,75 

Relación RebA/Stv 4,21± 0,14 3,38 

 

Tabla III.2. Distribución granulométrica 

Distribución de tamaño Fracción Porcentaje 

Retenido en malla de 5 mesh Palos 0,49 

Retenido entre 5 y 40 mesh hojas gruesas 71,02 

Retenido entre 40 y 100 mesh hojas finas 23,73 

Pasa malla de 100 mesh Polvo 4,76 

 

b. Estevioglicósidos 

 

El material sólido utilizado en los ensayos de solubilidad fueron cristales 

de Esteviósido 95 % de pureza y Rebaudiósido A 99,5 % de pureza, provistos por 

Kolb et al., obtenidos en el Laboratorio Central de la Facultad de Ciencias Exactas, 

Químicas y Naturales de la Universidad Nacional de Misiones. 

 

c. Equipos 

 

Las experiencias se realizaron en un conjunto constituido por un equipo 

extractor construido a tal efecto y un sistema termostatizado. 
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El sistema termostatizado permitía controlar la temperatura mediante un 

baño termostático SHOTT GERATE, modelo CTI 150, con un sistema de control 

de temperatura diferencial. El agua de calefacción, a la temperatura 

correspondiente al ensayo era circulada a través del tubo externo del equipo 

extractor. 

El equipo extractor consistió en un tanque percolador, abierto, de acero 

inoxidable, provisto de doble fondo, en donde el sólido a extraer se colocaba sobre 

el falso fondo (una rejilla metálica provista de una tela de trama abierta, colocada 

sobre este para cada ensayo). El solvente se distribuye sobre la superficie del 

lecho sólido y percola a través de el. Durante cada ensayo, se regulaba la válvula 

de drenaje con la finalidad de obtener un flujo constante de salida de extractos. 

Las dimensiones del equipo extractor, determinadas experimentalmente y las 

condiciones de trabajo se listan en la Tabla III.3. 

 

Tabla III.3.  Dimensiones del equipo extractor y condiciones de trabajo 

Variable Símbolo Magnitud 

Altura H 30,00 cm 

Diámetro del tubo interno D 9,70 cm 

Diámetro del tubo externo d 15,00 cm 

Capacidad C 2215,82 cm3 

Carga c 200,00 g 

Altura del lecho (c = 200 g) H 12,50 cm 

Volumen de lecho sólido (c = 200 g) V 923,26 cm3 

Caudal de salida de extractos Q 100,00 mL/6 min (16,67 mL / min) 

Caudal de flujo del fluido calefactor q 2,13 ± 0,15 L / min (n = 10) 

 

Para asegurar condiciones isotérmicas, todo el sistema se acondicionaba 

a la temperatura del ensayo antes de cada corrida: sistema termostatizado, equipo 

extractor, solventes, material sólido (Figura III.1). 

El mismo sistema termostatizado utilizado en las experiencias de 

extracción se utilizó como baño de temperatura, con recirculación, en los ensayos 
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de solubilidad.  En este caso se aseguró el control y mantenimiento de 

condiciones isotérmicas durante la solubilización de los esteviolglicósidos. 

 

 

 

 

 

A. equipo extractor (vista de corte) 

1. reposición de solvente 

2. salida de extracto 

3. circulación de agua de calefacción 

4. control de temperatura 

 

 

 

 

Figura III.1. Equipo percolador de laboratorio para el estudio 

de la extracción de Esteviósido y Rebaudiósido A 
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III. 2.2    MÉTODOS 

 

a. Obtención de datos experimentales 

 

a.1        Ensayos de extracción 

 

Para la extracción de esteviolglicósidos de stevia, se pesaron 250 g de 

hojas molidas (separando manualmente los palos) y se secaron en estufa de vacío 

a 60 °C y 100 mm Hg hasta peso constante; de la muestra seca resultante, se 

pesaron 200 g y se llevaron a la temperatura de ensayo en estufa de vacío. 

Los ensayos de extracción se llevaron a cabo utilizando agua 

desmineralizada, etanol absoluto grado analítico y etanol:agua en las proporciones 

30:70, 50:50 y 70:30 (p:p). Los solventes de polaridad intermedia se prepararon 

por la mezcla de agua desmineralizada y etanol 96° obteniendo una solución de 

densidad acorde a los datos de tablas (Maloney, 2008). Las densidades se 

midieron con un densímetro para propósitos generales con un intervalo nominal 

entre 0,790 y 1,010 y división mínima de 0,002 .Los datos de las propiedades 

físicas de los solventes de extracción utilizados en los ensayos se presentan en la 

Tabla III.4. Otros solventes mixtos de ensayo (diseño experimental CCD, Sección 

III.c.ii) se prepararon siguiendo el mismo procedimiento. 

 

Tabla III.4.  Datos físicos de los solventes de extracción empleados 

Solvente 
Densidad 

g/mL (20°C)  a 

etanol:agua 

(v/v) b 

Teb 

(°C) c 

Constante 

Dieléctrica 

(20ºC) d, e 

agua desmineralizada 0,998 0,0 100,0 80,20 

etanol:agua 30:70 (p:p) 0,952 35,9 84,6 63,73 

etanol:agua 50:50 (p:p) 0,914 56,9 81,9 52,75 

etanol:Agua 70:30 (p:p) 0,868 76,4 79,8 41,77 

etanol absoluto 0,789 100,0 77,9 25,57 

(a) Maloney (2008); (b) Helbing y Burkart (1985); (c) Ackland (2011); (d) Dean (1972); (e) 

Gennaro (2003). 
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Para cada ensayo, el solvente extractor  se acondicionó a la temperatura 

de prueba en un vaso de precipitados y dentro del reservorio de fluido calefactor 

del sistema termostatizado (Figura B.1). 

Previo a cada ensayo, el sistema fue equilibrado a la temperatura 

planificada; la temperatura del sistema fue medida utilizando 2 termómetros, uno 

colocado dentro del equipo extractor y el otro, dentro del reservorio de fluido 

calefactor en el sistema termostatizado. 

La temperatura dentro del extractor se mantuvo constante con un rango de 

variación de 1 °C. 

La determinación experimental se realizó acomodando 200 g de hojas 

secas y molidas de stevia sobre la tela y falso fondo del recipiente percolador; 

luego se vertió sobre el lecho 1000 mL de solvente y se esperó hasta verificar la 

ausencia de formación de burbujas, indicando esto, que el lecho se encontraba 

completamente impregnado con solvente de extracción (la operación consumió un 

tiempo de 5 a 6 min). Se abrió entonces la válvula de drenaje tomando el tiempo 

de inicio de salida de extractos como tiempo cero. 

En el tiempo tomado como tiempo cero, todo el sistema: lecho de sólidos – 

solvente, sistema termostatizado, vaso de precipitados con solvente de reposición, 

se encontraban a la temperatura del ensayo. 

La reposición de solvente de extracción se realizó, durante cada ensayo, 

luego de obtener la cuarta fracción de extracto, entre los 25 y los 30 min en cada  

experiencia. 

El caudal de salida de extractos (definido en base a los resultados de 

ensayos preliminares) fue de 100 mL/6 min (16,67 mL/min). El volumen de 

solvente empleado en cada ensayo y la retención de solvente en el lecho por 

impregnación figuran en la Tabla A.3 (ANEXO A). 

Se obtuvieron 10 fracciones de extracto bruto (Ei), colectadas en 10 

matraces de 100 mL de capacidad, en un tiempo de ensayo de 60 min (6 min por 

matraz). Se agitó el contenido de cada matraz y se colocó en un baño a 

temperatura ambiente acondicionándolos para la toma de muestras para análisis. 
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Luego del muestreo para análisis, se mezclaron las 10 fracciones, se agitó y se 

dejó en reposo para muestro para análisis del extracto total Ej. 

 

a.2        Ensayos de solubilidad 

 

Se realizaron ensayos para determinar la variación de la solubilidad del 

Esteviósido y Rebaudiósido A con la temperatura en agua desmineralizada, etanol 

absoluto y solventes mixtos etanol:agua 30:70; 50:50; 70:30 (p:p); también la 

variación de la solubilidad de las mezclas Esteviósido + Rebaudiósido A en 

etanol:agua 30:70 y 70:30. Los cristales de Esteviósido y Rebaudiósido A se 

secaron en estufa de vacío a 60°C hasta peso constante. En la preparación de los 

solventes de prueba de acuerdo a Maloney (2008) se utilizó agua 

desmineralizada, etanol 96° y etanol absoluto grado analítico. 

Las condiciones de prueba fueron definidas en ensayos previos. Se 

prepararon soluciones sobresaturadas de cada glicósido en tubos de ensayo con 

tapa de goma y cierre hermético. Las mezclas de prueba se llevaron ultrasonido a 

50 °C durante 60 min con agitación frecuente; se mantuvieron en heladera a 5 °C 

durante 5 días. Luego, se llevaron a ultrasonido a temperatura de ensayo durante 

60 min con agitación frecuente y se colocaron en baño de temperatura con 

recirculación de fluido calefactor durante 48 h (30 °C, 35 °C, 40 °C, 45 °C, 50 °C). 

Se realizaron dos ensayos con cada mezcla de prueba a cada temperatura. 
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b. Métodos analíticos 
 

b.1        Determinación de humedad del lote 

 

La determinación del contenido medio de humedad del lote se realizó para 

caracterizar al material de partida. Se utilizaron las siguientes ecuaciones: 

 

  100/.).(%  HumedaMuestraladePesomuestralaenaguadePesohbHumedad  (1) 

  100/.).(%  SecaMuestraladePesomuestralaenaguadePesosbHumedad  (2) 

 

El contenido de humedad b.h. (Nielsen et al., 2003) y b.s. del lote de 

partida se determinó pesando 20 g de hojas molidas en bandejas de aluminio 

previamente taradas y se llevaron a estufa a 102 ± 1 ºC durante 45 min. La 

eliminación de humedad se completó secando en estufa de vacío  a 102 ± 2ºC y 

100 mm Hg, hasta peso constante. La determinación se realizó sobre el lote de 

partida por cuadruplicado, se procedió tomando una muestra de la parte superior, 

dos de la parte media de la bolsa y una de la parte inferior. Los resultados 

expresan el contenido de humedad medio del lote y se presentan en la Tabla III.1. 

 

b. 2        Determinación del contenido de Esteviósido y Rebaudiósido 

A 

 

La cuantificación de Esteviósido y Rebaudiósido A se realizó utilizando 

cromatografía liquida de alta performance (HPLC) por el método de Kolb et al. 

(2001a). Se utilizó un cromatógrafo Shimadzu Prominence con software de 

análisis y sistema de control automático de suministro de solventes (Modelo SPD-

M20A). El sistema de inyección automático utilizó  viales de muestras de 1,50 mL 

y loop dosificador de 200 µL. El sistema de detección fue un espectrofotómetro  
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UV-visible por arreglo de diodos marca Shimadzu Prominence, modelo SPD-

M20A. 

La fase estacionaria utilizada para separar los esteviolglicósidos fue una 

columna amino NH2, Zorbax, 5 µm, 250 x 4,6 mm Agilent Thechnologies. Las 

condiciones de operación fueron las siguientes: elución isocrática acetonitrilo:agua 

80:20 (v/v) a pH 5  ajustado con ácido acético, operando a temperatura ambiente, 

con un tiempo de ejecución de 9 min, el caudal fue de 2 mL/min y la longitud de 

onda del detector UV fue de 210 nm. 

Reactivos. Se utilizó etanol 99,5 % pro-análisis Cicarelli, y acido acético 

grado analítico y acetonitrilo grado isocrático  Merck, también agua tri-destilada. 

Se prepararon dos soluciones stock de estándar, uno de Esteviósido y otro de 

Rebaudiósido A disolviendo 1,000 g de cada estándar (cristales provistos por Kolb 

et al.) en 100 mL de etanol:agua 70:30 (p:p). Las soluciones de stock fueron 

conservadas en la heladera y llevadas a temperatura ambiente antes de su uso 

para calibración. 

Curvas de calibración. Para la cuantificación de los analitos de interés se 

utilizó el método de estándar externo. Con las soluciones stock de Esteviósido y 

Rebaudiósido A estándares se prepararon los siguientes patrones: 0,300 g/L; 

0,600 g/L; 1,000 g/L. Para esto, se tomaron cantidades medidas de soluciones 

stock de estándares y se diluyeron en etanol:agua 70:30 hasta lograr las 

concentraciones mencionadas. Los patrones se inyectaron por triplicado y se 

obtuvieron las áreas de los picos correspondientes. 

Las concentraciones de Esteviósido y Rebaudiósido A en las muestras 

fueron calculadas por el software del equipo  mediante la comparación de las 

áreas de los picos con las correspondientes de cada curva de calibración. 

Las características cromatográficas del Esteviósido y Rebaudiósido A se 

muestran en la Figura III.2. Los picos obtenidos fueron simétricos y agudos con 

buena resolución de la línea de base. 

Contenido de Esteviósido y Rebaudiósido A del lote. Se pesaron 1,00 

g de cada muestra (hojas secas molidas especificadas en III. 2. 2. b. 1). Luego se 
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adicionó en cada caso solución etanol:agua, 70:30 (p:p) hasta completar 100 mL. 

Para una extracción efectiva, se colocaron en baño termostatizado a 70 °C por 30 

min utilizando en varias ocasiones un equipo de ultrasonido para una mejor 

separación. Finalmente, se enfrió a temperatura ambiente, se filtró una alícuota de 

10 mL en filtro de papel y se tomó de cada muestra una alícuota de 1,50 mL para 

el vial del inyector automático del cromatógrafo. 

 

 

Figura III.2. Características cromatográficas del Esteviósido y Rebaudiósido A 

 

Contenido de Esteviósido y Rebaudiósido A en extractos brutos. Se 

cuantificaron los analitos investigados en las 10 fracciones de extractos de 100 mL 

cada una, rotuladas desde M1 a M10. Una alícuota de 500 µL de extractos fue 

tomada de cada matraz y diluida a 10 mL con etanol:agua 70:30 para obtener una 

dilución 1:20 (v/v). Luego se centrifugaron las diluciones para sedimentar material 

en suspensión y se tomaron alícuotas de 1,50 mL para los viales del inyector 

automático. Los resultados se presentaron como sigue: 
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)(100/)()( iExtractodemLgoEsteviósidiStv   (3) 

)(100/)(Re)( iExtractodemLgAbaudiósidoiRbA   (4) 

 

Finalmente se reunieron las 10 fracciones de extractos correspondientes a 

cada experimento (extracto bruto total) y se le realizó el mismo procedimiento. En 

la Figura III.3 se muestra un cromatograma típico. Los resultados se presentaron 

como sigue: 

 

)(1/)()( jExtractodeLgoEsteviósidjStv   (5) 

)(1/)(Re)( jExtractodeLgAbaudiósidojRbA   (6) 

 

Esteviósido y Rebaudiósido A solubilizados. La preparación de las 

muestras para análisis a partir de las mezclas obtenidas en los ensayos de 

solubilidad se realizó con solventes y jeringas acondicionadas a temperatura de 

ensayo. Se tomó una alícuota de 100 µL de sobrenadante con jeringa y se diluyó a 

10 mL con etanol:agua 70:30 para obtener una dilución 1:100 (v/v); se tomó de 

cada muestra una alícuota de 1,50 mL para el vial del inyector automático del 

cromatógrafo. Los resultados de solubilidad se expresaron en g/L. 

 

b. 3        Determinación de extractos totales 

 

Los sólidos totales o extractos totales ETi se determinaron en las 10 

fracciones obtenidos en cada ensayo de extracción de la siguiente manera: se 

tomaron 10 mL de muestra y se llevaron a sequedad en recipientes de acero 

inoxidable previamente tarados, sobre una placa calefaccionada mediante vapor 

en un baño de agua; posteriormente se colocaron en estufa de vacío donde se 
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mantuvieron a 102 ± 2 ºC y 100 mm Hg hasta pesada constante. Los resultados 

obtenidos a partir de la determinación de ET en cada fracción de extracto de 100 

mL (rotuladas desde M1 a M10) expresan como en la Ec. (7). Finalmente, 

reuniendo las 10 fracciones obtenidas en cada ensayo, se procedió de la misma 

manera, determinando los ETj en cada extracto de 1000 mL (extracto bruto total) 

expresado los resultados según la Ec. (8): 

 

)(100/)()( iExtractodemLgsólidosdePesoiET   (7) 

)(1/)()( jExtractodeLgsólidosdePesojET   (8) 

 

Los  resultados de ET se expresaron en las mismas unidades que la 

concentración el Esteviósido y Rebaudiósido A. 

 

b. 4        Determinación de la granulometría del lote 

 

La distribución granulométrica de las hojas molidas del lote de partida se 

determinó de acuerdo con la Norma IRAM Nº20514/2007 desarrollada para yerba 

mate, utilizando un equipo tamizador con tres aperturas de mallas diferentes: 5, 40 

y 100 mesh. Se pesaron 100,00 g de muestra de ensayo y se dispusieron sobre el 

tamiz de 5 mesh. Se dispuso el conjunto de tamices con tapa y colector sobre el 

dispositivo vibrador y se mantuvo funcionando durante 30 min. Finalmente se 

pesaron las porciones retenidas en cada tamiz, expresando los resultados en tanto 

por ciento. 
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c. Métodos estadísticos y análisis de datos experimentales 
 

c. 1        Diseños experimentales 

 

Con el fin de optimizar la etapa de obtención del extracto bruto de stevia 

en lecho percolador, se utilizaron 3 diseños experimentales para evaluar el efecto 

de las variables controladas (independientes) solvente y temperatura sobre las 

siguientes variables respuestas (Tabla III.5): concentración de Esteviósido, 

concentración de Rebaudiósido A, relación Rebaudiósido A/Esteviósido, 

Esteviósido recuperado del material vegetal, Rebaudiósido A recuperado del 

material vegetal, extracto total, y pureza expresada como porcentaje del 

componente valioso presente en los extractos totales.  

 

Tabla III.5. Variables de diseño experimental 

Variables  Descripción 

Variables 

respuesta 

 

Stv (j) Concentración de Esteviósido en una muestra (g/L) 

RbA (j) Concentración de Rebaudiósido A en una muestra (g/L) 

ET (j) Extracto total en una muestra (g/L) 

RbA/Stv Relación Rebaudiósido A/Esteviósido en una muestra 

Stvrec (*) 
Porcentaje de Esteviósido recuperado a partir de la matriz vegetal 

(%) 

RbArec (*) 
Porcentaje de Rebaudiosido A recuperado a partir de la matriz 

vegetal (%) 

%Stv (*) 
Pureza expresada como porcentaje de Esteviósido en un extracto 

total o extracto seco (% p/p) 

%RbA (*) 
Pureza expresada como porcentaje de Rebaudiósido A en un  

extracto total o extracto seco (% p/p) 

Variables 

controladas 
Solvente Porcentaje en peso sobre peso, de etanol en agua (p:p) 

Temperatura Temperatura de operación (°C) 

(*) las ecuaciones se presentan en el ANEXO C 

 

Con los resultados obtenidos de los dos primeros diseños, se estableció 

un tercer diseño, compuesto, que sirvió para obtener los coeficientes de la 

ecuación que describe el comportamiento de las variables respuesta medidas, en 
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función a la variación de la temperatura y el porcentaje de etanol en el solvente 

mixto. 

La influencia de las variables controladas sobre el extracto total excluidos 

Rebaudiósido A y Esteviósido, no se evaluó en este análisis debido a que esta 

fracción en los extractos brutos contiene esteviolglicósidos que no fueron 

cuantificados en el presente trabajo (ver Sección II.4). 

 

i. Diseño experimental 3*5 

 

Se planteó un diseño multinivel factorial 3*5 (Tabla III.6) para estudiar los 

efectos de 2 factores en  15 ensayos. La selección del intervalo de polaridad del 

solvente se basó en los resultados de estudios anteriores (Evans et al., 2010; Kolb 

et al., 2001a). 

 

Tabla III.6.  Diseño experimental: 3*5 

  Variables controladas 

Ensayo Porcentaje de etanol Temperatura (°C) 

1 0 30 

2 30 30 

3 50 30 

4 70 30 

5 100 30 

6 0 50 

7 30 50 

8 50 50 

9 70 50 

10 100 50 

11 0 70 

12 30 70 

13 50 70 

14 70 70 

15 100 70 
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El límite inferior de temperatura corresponde a una temperatura ambiente 

estimada en planta de procesos, en el litoral argentino, durante  las campañas de 

recolección de stevia; el límite superior de temperatura corresponde a una 

temperatura de trabajo elevada, pero evitando perdidas de solvente mixto por 

evaporación preferencial de etanol, lo cual cambiaría la polaridad del solvente de 

extracción (ver Tabla III.4). 

Los resultados (Stv, RbA y ET) medidos en las 10 fracciones de  extractos 

brutos, obtenidas en las experiencias correspondientes al diseño multinivel 

factorial 3*5 se utilizaron para ajustar los datos a modelos cinéticos (Sección 

III.2.2. apartado c.3). 

 

ii. Diseño experimental CCD 

 

Se planteó un  diseño central compuesto de superficie de respuesta CCD, 

para validar los resultados del diseño multinivel factorial 3*5 y definir los 

coeficientes de peso significativos en la ecuación de segundo orden (Ec. 9), 

planteada para describir el comportamiento de las variables respuestas en función 

de las variables controladas: 

 

2ybb  2**  xaayxabybxacrespuestaVariable  (9) 

 

dónde: 

x: variable reducida solvente (porcentaje de etanol)= (X-50)/35 

y: variable reducida temperatura= (Y-50)/14 

X: porcentaje de etanol (% en peso) 

Y: temperatura (°C) 

 

Se estudió el efecto de los 2 factores en  11 ensayos (Tabla II.7). El 

intervalo de temperatura fue definido de manera de poder abarcar en el rango de 
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análisis a la temperatura más alta de trabajo evitando pérdidas de solvente (70 

°C). El intervalo de composición de solvente mixto se definió de manera de poder 

abarcar en el rango de análisis al agua desmineralizada (0:100) y al etanol 

absoluto (100:0). Se mantuvo el punto central para este diseño conforme al diseño 

multinivel factorial 3*5. 

 

Tabla III.7.  Diseño experimental CCD 

  Variables controladas 
 

Variables reducidas 

Experiencia X Y  x y 

1 15 36  -1 -1 

2 85 36  1 -1 

3 15 64  -1 1 

4 85 64  1 1 

5 0 50  -1,41 0 

6 100 50  1,41 0 

7 50 30  0 -1,41 

8 50 70  0 1,41 

9 50 50  0 0 

10 50 50  0 0 

11 50 50  0 0 

 

iii. Diseño compuesto 

 

Con los resultados obtenidos en el diseño factorial 3*5 y en el diseño CCD 

se planteó un diseño compuesto  para establecer los coeficientes de peso 

significativo que permitan explicar el efecto de las variables controladas sobre las 

variables respuestas, por medio de la ecuación de segundo orden planteada (Ec. 

10): 
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2Ybb  2  XaaYXabYbXacrespuestaVariable  (10) 

 

El diseño incluyó 19 combinaciones de solvente mixto y temperatura con 

dos repeticiones del punto central (Tabla III.8).  

 

Tabla III.8.  Diseño experimental compuesto 

 
Variables controladas 

Experiencia X  Y 

1 0 30 

2 0 50 

3 0 70 

4 15 36 

5 15 64 

6 30 30 

7 30 50 

8 30 70 

9 50 30 

10 50 50 

11 50 50 

12 50 50 

13 50 70 

14 70 30 

15 70 50 

16 70 70 

17 85 36 

18 85 64 

19 100 30 

20 100 50 

21 100 70 

 

La bondad de ajuste del modelo se evaluó considerando los parámetros R2 

(coeficiente de determinación o variabilidad explicada), RMSE (raíz cuadrada del 
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error medio cuadrático), E % (error porcentual promedio) y χ2 dados por las Ec. 

(12), (13), (14). 

 

c.2         Solubilidad de Esteviósido y Rebaudiósido A 

 

Se determinó experimentalmente la solubilidad de los glicósidos 

investigados en los solventes de prueba. Los pesos de glicósidos investigados 

utilizados en cada ensayo se determinaron en base a ensayos preliminares. 

También se investigó la co-solubilización de los glicósidos en los solventes 

etanol:agua 30:70 y 70:30 según Benavente-García et al. (2001). 

De los resultados obtenidos, se tomaron los valores más altos de 

concentración de glicósido solubilizado en cada ensayo (primer y segundo ensayo) 

correspondientes a la mayor solubilidad lograda en cada condición de prueba. 

 

c.3         Ajuste de los datos a modelos cinéticos 

 

Los datos obtenidos en los ensayos de extracción correspondientes al 

diseño experimental 3*5 (Sección III.2.2., apartado c.1) se ajustaron al modelo 

cinético de Pilosof et al. (1985), expresando los porcentajes de Esteviósido y 

Rebaudiósido A recuperados de partir de la matriz vegetal, por la siguiente 

ecuación: 

 

tt

tR
tR




 

2/1

)(  (11) 

 

dónde: 

R(t): recuperación porcentual del componente a partir  de la matriz vegetal a 

tiempo t. 

t: tiempo de extracción (min). 
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Y los parámetros del modelo: 

R∞: recuperación porcentual del componente a partir  de la matriz vegetal a tiempo 

infinito (% b.s.). 

t1/2: tiempo en que se recupera la mitad del  componente a partir de la matriz 

vegetal (R∞/2), min. 

Las variables dependientes e independientes consideradas en este ajuste 

se listan en la Tabla III.9.  

 

Tabla III.9.  Variables de ajuste cinético 

Variables Descripción Símbolo 

Variables dependientes 
recuperación porcentual de Rebaudiósido A RbA  rec 

recuperación porcentual de Esteviósido Stv  rec 

Variable independiente 
tiempo (min) t (min) 

 

Los valores R∞ y t1/2  se obtuvieron a partir de la Ec. (11) y los datos 

experimentales se analizaron mediante regresión no lineal. La bondad de ajuste 

del modelo se evaluó considerando los parámetros R2, RMSE, E % y χ2, dados por 

las ecuaciones: 

 

5,0

2

exp )(
1









 preRR

N
=RMSE  (12) 

100
1

%
exp

exp









 
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 
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


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dónde: 

Rexp: recuperación porcentual del componente a partir  de la matriz vegetal a 

tiempo t, valor experimental. 

Rpre: recuperación porcentual del componente a partir  de la matriz vegetal a 

tiempo t, valor predicho.  

np= número de parámetros del modelo (2). 

N= número total de datos (11). 

Un buen ajuste es indicado por valores pequeños de RMSE, por R2 > 85 

% y E % < 10 % (Brousse  et al., 2012; Park et al., 2002). 

Para realizar el tratamiento estadístico de los datos obtenidos, se utilizó en 

todos los casos, el software estadístico Statgraphics Plus 5.1.  
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III.3    RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Los resultados que se presentan a continuación, corresponden extracción 

en lecho percolador de Esteviósido y Rebaudiósido A en las condiciones de 

prueba: 200 g de hojas secas molidas, siendo el volumen de extracto bruto 

colectado de 1000 mL  y el tiempo de extracción de 60 min; las variables 

controladas fueron solvente mixto etanol:agua (p:p) y temperatura de operación 

(°C). Las dimensiones del equipo extractor y condiciones de operación fueron las 

presentadas en la Tabla III.2. 

 

a. Capacidad del método analítico para la cuantificación de  

esteviolglicósidos en extractos brutos 

 

En la Figura III.3, se muestra un cromatograma típico del análisis 

instrumental de un extracto bruto, obtenido por extracción en lecho percolador con 

solvente etanol:agua 30:70, operando a 70 °C durante 60 min. 

 

 

Figura III.3. Contenido de  Esteviósido y Rebaudiósido A, cuantificados por HPLC, 

en el extracto bruto total obtenido con etanol:agua 30:70 a 70°C. 
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El método de análisis empleado resultó apropiado por su rapidez, tanto 

para cuantificar los fitoquímicos investigados en hojas molidas de S. rebaudiana 

como para el análisis de rutina de un gran número de muestras de extractos 

brutos obtenidos con solventes mixtos etanol:agua de diferentes polaridades y 

donde los esteviolglicósidos son los analitos de interés. 

 

b. Diseños experimentales 

 

i. Diseño experimental 3*5 

 

Se planteó un diseño multinivel factorial 5*3 para estudiar los efectos de 2 

factores en  15 ensayos. Los valores medidos se analizaron estadísticamente. Los 

resultados de análisis de varianza se listan en la Tabla III.10. Los datos de las 

variable respuestas, en el orden del diseño se listan en la Tabla A.1 (ANEXO A). 

 

Tabla III.10. Análisis de varianza (p-valor) 

 
Efecto de las variables controladas (p-valor) 

Variable respuesta Solvente Temperatura Solvente * Temperatura 

Stv (g/L) 0,0000 0,0085 NS 

RbA (g/L) 0,0000 0,0350 NS 

ET (g/L) 0,0000 0,0040 NS 

Stv rec (%) 0,0000 0,0085 NS 

RbA rec (%) 0,0000 0,0350 NS 

%Stv 0,0280 NS NS 

%RbA 0,0010 NS NS 

RbA/Stv 0,0049 0,0108 NS 

NS: No significativo (p-valor > 0,05) 

 

En las Figuras III.4 a III.7 se presenta la variación de los porcentajes 

recuperados de Esteviósido y Rebaudiósido A con el solvente mixto y la 

temperatura. En las Figuras III.8 a III.9 se presenta la influencia de la utilización de 
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diferentes solventes sobre la pureza de Esteviósido y Rebaudiósido A. En las 

Figuras III.10 a III.11, la variación de la relación Rebaudiósido A / Esteviósido con 

el solvente mixto y temperatura. En las Figuras B.3 a B.8 (ANEXO B), se presenta 

la representación gráfica de la dependencia de la concentración de cada 

componente, en función del solvente mixto de extracción y de la temperatura. 

Con respecto a la concentración de glicósidos en el extracto bruto, es 

mayor en la zona de polaridad intermedia de solvente mixto (Figuras B.3 y B.5), es 

menor al utilizar los solventes puros (Prueba LSD Fisher de múltiples rangos). El 

mismo comportamiento observado en la concentración de los glicósidos, se 

observa en ET (extracto total), (Figura B.7). 

La concentración del Stv aumenta entre los 30 °C y los 70 °C (Figura B.4); 

la concentración de RbA y de ET, aumentan con la temperatura entre los 30 °C y 

los 50 °C (Figura B.6, B.8), luego no se produce un aumento significativo en la 

concentración (Prueba LSD). 

En cuanto a la recuperación porcentual de componentes valiosos a partir 

de la matriz vegetal (Stv rec y RbA rec), se encontró la misma dependencia que en el 

caso de concentraciones. Los porcentajes de esteviolglicósidos recuperados del 

material de vegetal, fueron mayores al trabajar con etanol:agua 30:70 (Figura III.4 

y III.6). La variación con la temperatura, determinada en Stv rec y RbA rec, es la 

misma que se observa en la concentración de Stv y RbA  (Figura III.5 y III.7). 

Los extractos de mayor pureza se obtienen con etanol:agua 70:30 y la 

menor pureza se obtiene cuando el solvente es etanol absoluto (Figura III.8 y III.9). 

La menor relación RbA/Stv se obtiene cuando el solvente es etanol 

absoluto, (Figura III.10), y trabajando a mayor temperatura (Figura III.11). 

Los extractos acuosos fueron de color caramelo y color verde intenso al 

trabajar con etanol. En extractos acuosos se observó la presencia de una fase 

inferior diferenciable al centrifugar; también en estos casos, la formación de 

espuma en los matraces al agitar o muestrear, dificultando el muestreo. 
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    Figura III.4. Stv rec vs. porcentaje de etanol                        Figura III.5. Stv rec vs. temperatura 

 

 

               
     

    Figura III.6. RbA rec vs. porcentaje de etanol                    Figura III.7.  RbA rec vs. temperatura 
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                                 Figura III.8.                                                                Figura III.9. 
        Pureza (%Stv)  vs. porcentaje de etanol                       Pureza (%RbA) vs. porcentaje de etanol 

 

 

               
 

                                Figura III.10.                                                             Figura III.11. 
               RbA/Stv vs. porcentaje de etanol                                        RbA/Stv vs. temperatura 
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En base a los resultados del primer análisis, tanto el solvente mixto 

empleado como la temperatura influyen en la concentración de los glicósidos y en 

los ET, también en la relación RbA/Stv. En cambio, sólo el solvente mixto, influye 

en la pureza (expresada como porcentaje de esteviolglicósido en el extracto total). 

En los casos analizados, no se observaron efectos de interacción entre las 

variables independientes estudiadas (solvente mixto y temperatura). 

 

ii. Diseño experimental CCD 

 

Para validar los resultados del diseño multinivel factorial 3*5 y definir los 

coeficientes de peso significativos en la ecuación de segundo orden planteada 

para describir el comportamiento de las variables respuestas en función de las 

variables controladas, se utilizó un diseño CCD. Los datos obtenidos de 

concentración, pureza, glicósidos recuperados y RbA/Stv  (Tabla A.2) se 

analizaron estadísticamente;  los resultados del análisis se listan en la Tabla III.11. 

 

Tabla III.11. Variables de peso significativo en la ecuación de segundo orden 

 
Efecto de las variables controladas 

 

Variable respuesta 

analizada 
X Y X2 Y2 X*Y 

Variabilidad 

explicada % (R2) 

Stv (g/L) 0,0260 NS 0,0185 NS NS 66,84 

RbA (g/L) 0,0010 0,0360 0,0009 NS NS 90,46 

ET (g/L) 0,0001 0,0045 0,0001 NS NS 95,05 

Stv rec (%) 0,0271 NS 0,0195 NS NS 66,33 

RbA rec (%) 0,0012 0,0386 0,0010 NS NS 90,10 

%Stv NS NS NS NS NS ND 

%RbA NS NS NS NS NS ND 

RbA/Stv NS NS NS NS NS ND 

NS: No significativo (p-valor > 0,05); ND: No definido. 
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Para obtener los efectos de las variables de peso significativo se procedió 

en el análisis, eliminado lo factores con efectos no significativos mediante el 

diagrama de Pareto. 

De las variables respuestas consideradas, pueden ajustarse a la ecuación 

de segundo orden planteada las siguientes: Stv (g/L), RbA (g/L), ET (g/L), St rec y 

RbA rec. En todos los casos, se observó ausencia de efectos de interacción entre 

las variables controladas estudiadas.  La pureza expresada como %Stv  y %RbA y 

la relación RbA/Stv no pueden ajustarse con la ecuación planteada. En cuanto a la 

recuperación de Esteviósido y Rebaudiósido A, se encontró la misma dependencia 

que en el caso de las concentraciones de los esteviolglicósidos. 

 

iii. Diseño experimental compuesto 

 

Se realizó una regresión no lineal para determinar los coeficientes de la 

ecuación de segundo orden (Ec. 10). La variables Stv (g/L), RbA (g/L) y ET (g / L), 

Stv rec y  RbA rec se ajustaron a la ecuación (Ec. 15).  

 

Yb  2  XaaXacrespuestaVariable  (15) 

 

Dónde: 

X: porcentaje de etanol (% en peso) 

Y: temperatura (°C) 

 

En la Tabla III.12 se dan los resultados del ajuste y en la Tabla III.13, los 

parámetros de bondad de ajuste del modelo. 

En las Figuras III.13 a III.16 se presentan los gráficos de los datos 

ajustados con dicha ecuación. Las variables respuesta %Stv, %RbA y relación 

RbA/Stv, no pudieron ajustarse a la ecuación de segundo orden planteada. 
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Tabla III.12. Coeficientes de la ecuación de segundo orden (Ec. 15) 

Variable respuesta analizada 
Coeficientes estimados 

c a aa b 

Stv (g/L) 2,01748 0,057922 -0,00079070 0,0254849 

RbA (g/L) 8,92369 0,251059 -0,00346561 0,0813796 

ET (g/L) 36,90290 0,865323 -0,01286000 0,4392140 

Stv rec 38,79120 1,113220 -0,01519590 0,4903200 

RbA rec 40,74970 1,146270 -0,01582350 0,371578 

 

Tabla III.13. Bondad de ajuste (Ec. 15) 

Respuesta Variabilidad explicada % (R2) RSME E % χ 2 

Stv (g/L) 85,1564 0,465 8,907 0,176 

RbA (g/L) 90,8502 1,525 5,434 1,510 

ET (g/L) 95,4541 4,819 1,287 8,644 

Stv rec (%) 85,1593 8,946 8,955 65,191 

RbA rec (%) 90,8474 6,962 5,436 31,496 

 

 

Figura III.12. Gráfico de superficie de respuesta estimada (Ec. 16) 

para la variación de la concentración de Esteviósido en el extracto bruto 

con el solvente mixto y la temperatura. 
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Figura III.13. Gráfico de superficie de respuesta estimada (Ec. 17) 

para la variación de la concentración de Rebaudiósido A en el extracto bruto 

con el solvente mixto y la temperatura. 

 

 

 
Figura III.14. Gráfico de superficie de respuesta estimada (Ec. 18) 

para la variación del extracto total (g/L) con el 

solvente mixto y la temperatura. 
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Figura III.15. Gráfico de superficie de respuesta estimada (Ec. 19)  

para la recuperación porcentual de Esteviósido, a partir de la matriz vegetal 

con el solvente mixto y la temperatura. 

 

 

 
Figura III.16. Gráfico de superficie de respuesta estimada (Ec. 20) 

para la recuperación porcentual de Rebaudiósido A, a partir de la matriz vegetal 

con el solvente mixto y la temperatura. 
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La variabilidad explicada en el comportamiento de RbA, RbA rec y ET es 

mayor a 90 %, en cambio R2 es menor a 90 %, en el caso de Stv y Stv rec. 

Con respecto al ajuste realizado para la variables Stv (g/L) y  Stv rec, aun 

cuando los resultados del análisis del diseño CCD indican que la temperatura no 

es una variable controlada de peso significativo para describir el comportamiento 

de Stv (g/L) y  Stv ec, se optó por definir las ecuaciones respuestas con los mismos 

coeficientes utilizados para el ajuste de RbA (g/L) y RbA rec. 

De esta manera, puede representarse la variación de la concentración de 

los dos glicósidos, con las mismas ecuaciones: 

 

YXXLgStv  0254849,000079070,0057221,001748,2)/( 2  (16) 

YXXLgRbA  0813796,000346561,0251059,092369,8)/( 2  (17) 

YXXET  4392140,001286000,0865323,090290,36(g/L) 2  (18) 

YXXrecStv  4903200,001519590,0113220,179120,38(%) 2  (19) 

YXXrecRbA  371578,001582350,0146270,174970,40(%) 2  (20) 

 

Las ecuaciones obtenidas (Ec. 16, 17 y 18) describen el comportamiento 

de las variables respuesta estudiadas en función de la temperatura y el solvente 

mixto; pueden aplicarse directamente o expresadas en kg/m3, realizando el 

escalado, manteniendo constantes las proporciones del equipo y la relación 

volumen del lecho a volumen del tanque, trabajando con material de partida de la 

variedad estudiada, de molienda intermedia previamente secado. 

Las ecuaciones que describen el comportamiento de la recuperación de 

componentes valiosos a partir de la matriz vegetal, (Ec. 19 y Ec. 20), se expresan 

como porcentajes. 
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Las ecuaciones definidas mediante la utilización del diseño compuesto, 

cubren todo el rango de polaridad del solvente y son aplicables a temperaturas de 

entre los 30 °C y los 70 °C. 

La variabilidad explicada utilizando el diseño compuesto (R2), es mayor a 

la obtenida en el análisis con CCD. 

 

c. Condiciones óptimas de extracción 

 

La temperatura óptima de operación es la más alta en el rango de 

aplicación de las Ec.16 a Ec.20 (70 °C). Para determinar el solvente mixto de 

extracción óptimo de los componentes de interés, se tomaron derivadas parciales 

(Ec.16 a Ec.20) con respecto al porcentaje de etanol en el solvente mixto (Ec. 21): 

 

)2( aa

a
X




 (21) 

 

En cuanto a Stv (g/L), su concentración es máxima cuando el solvente 

empleado es etanol:agua 36:64 (p:p), el mismo caso se da con RbA (g/L); el 

porcentaje de Esteviósido recuperado en estas condiciones es del  93,46 % y el 

porcentaje de   Rebaudiósido A, del 87,50 %. En la Figura III.17 y III.18 se 

presentan las Curvas de Nivel para Stv rec, y RbA rec (Ec. 19 y 20). 

Para la variable ET (g/L) la mayor concentración (82,18 g/L), se obtiene 

con etanol:agua 34:66. 
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Figura III.17. Curvas de Nivel (Ec. 19) 

para la recuperación porcentual de Esteviósido, a partir de la matriz vegetal 

con el solvente mixto y la temperatura. 

 

 

 
Figura III.18. Curvas de Nivel (Ec. 20)  

para la recuperación porcentual de Rebaudiósido A, a partir de la matriz vegetal 

con el solvente mixto y la temperatura. 
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Los resultados estimados al trabajar a 70 °C y con solvente mixto de 

polaridad intermedia, son muy superiores a los obtenidos por Yoda et al. (2003), 

en la extracción de los glicósidos con CO2-H2O, (50 % del Esteviósido y el 72 % 

del Rebaudiósido A presentes en las hojas). Los porcentajes de esteviolglicósidos 

recuperables de las hojas son  comparables a los obtenidos en la extracción por 

decocción, 93 – 98 % (Alvarez y Kusumoto, 1987; Celaya et al., 2012; Nishiyama, 

1991) en el caso del Esteviósido y son menores en el caso del Rebaudiósido A. 

En cuanto a los sólidos totales extraídos (41,09 % b.s. en condiciones 

óptimas), son inferiores a los obtenidos por Kolb (2011, no publicado), en la 

extracción soxhlet con agua durante 8,5 h. 

 

d. Consumo de solventes 

 

Los volúmenes de solvente empleados en cada ensayo, así como los 

volúmenes de extracto bruto obtenidos y volúmenes de extracto bruto retenidos en 

el lecho por impregnación, en las condiciones de prueba se presentan en la Tabla 

A.3. 

En las condiciones de ensayo  se obtiene 1 L de extracto bruto por cada 

200 g de hojas secas molidas (5 L de extracto bruto por kg de hojas secas 

molidas). 

 

e. Solubilidad del Esteviósido y Rebaudiósido A 

 

Se determinó la variación de la solubilidad de los cristales de Esteviósido y 

Rebaudiósido A con la temperatura (5 °C a 50 °C), en agua desmineralizada, 

etanol absoluto y solventes mixtos etanol:agua 30:70; 50:50; 70:30;  también la 

variación de la solubilidad de las mezclas Esteviósido + Rebaudiósido A en 

etanol:agua 30:70 y 70:30. 

Las curvas de variación de la solubilidad con la temperatura (Tabla A.4, 

Tabla A.5), se presentan en las Figuras III.19 y III.20 Para alcanzar el equilibrio a 5 
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°C fueron necesarios 5 días de acondicionamiento en heladera y realizando los 

ensayos a mayores temperaturas se requirió un tiempo menor. 

Solubilidad en agua. Los resultados indican que ambos glicósidos son 

escasamente solubles en agua (menor que 8 g/L) en las condiciones de prueba, 

mostrando diferencias respecto a los valores presentados por Prakash et al. 

(2008) para el Rebaudiósido A en agua desmineralizada y se aproximan a los 

referidos por Kinghorn (2002); sin embargo, debe considerarse que las 

condiciones de determinación fueron diferentes a las utilizadas por  Prakash et al. 

(2008). Otro aspecto que debe considerarse, es que en este análisis no se evaluó 

el efecto de las impurezas (5 % glicósidos) sobre la concentración de Esteviósido 

en la disoluciones sobresaturadas de prueba en concordancia con el 

descubrimiento realizado por Liu (2011). 

Las solubilidades que pudieron lograrse en agua, son inferiores a las 

concentraciones de glicósidos obtenidas en los ensayos de obtención del extracto 

bruto, en todos los casos. Esta diferencia de comportamiento de los fitoquímicos 

en la extracción acuosa, a partir de la matriz vegetal respecto a los componentes 

puros, puede explicarse tomando como base el fenómeno de co-solubilización de 

los glicósidos en agua favorecida por la presencia de los otros glicósidos o 

componentes solutos orgánicos como ser carbohidratos, vitaminas, pigmentos o 

polifenoles (Goto y Clemente, 1998; Liu, 2011). 

Solubilidad en etanol absoluto. Se observó un comportamiento 

diferencial; el Rebaudiósido A es escasamente soluble (menor que 5 g/L) mientras 

el Esteviósido exhibe una solubilidad creciente en función de la temperatura, entre 

40,50 y 281,29 g/L (5 °C a 50 °C). 

Los resultados son asimilables a métodos de separación patentados por 

diferentes investigadores, que utilizaron  solvente mixto etanol:agua de muy baja 

polaridad, como medio para cristalizar Rebaudiósido A, a partir de extractos 

clarificados de stevia (Evans et al., 2010;Jackson et al., 2011; Jonnala et al., 2006; 

Kienle, 1992; Kumar, 1986; Pasquel, 1999, entre otros). 
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Solubilidad en solventes mixtos. El Rebaudiósido A mostró la mayor 

solubilidad en etanol:agua 50:50, entre 46,1 g/L y 270,64 g/L (entre 5 °C y 50 °C). 

El Esteviósido en cambio, mostró la mayor solubilidad en etanol:agua 50:50, 49,26 

g/L y 325,76 g/L (entre 5°C y 50°C) y resultados comparables en etanol:agua 

70:30.  

La solubilidad del Esteviósido fue menor en solvente acuoso, a diferencia 

de este, el Rebaudiósido A mostró menor solubilidad en solventes de polaridad 

intermedia. 

 

         
Figura III.19. Variación de la solubilidad del Esteviósido y Rebaudiósido A 
con la temperatura en  diferentes solventes mixtos (etanol:agua) de prueba. 
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en heladera no fueron suficientes para lograr la cristalización completa de los 
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entre los 5 °C y los 35 °C.  En el caso del Esteviósido a mayor temperatura, el 

glicósido puro mostró un mejor comportamiento que en la mezcla. 

En  solvente etanol:agua 30:70, la solubilidad de los glicósidos aumenta 

considerablemente a los 50°C en la co-solubilización. 

 

        
Figura III.20. Comparación entre la variación de la solubilidad del Esteviósido y Rebaudiósido A y 

de las mezclas 1:1 (co-solubilización) con la temperatura en etanol:agua 30:70 y 70:30. 
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percolador, con los datos de solubilidad, las concentraciones de Esteviósido y 

Rebaudiósido A en el extracto bruto son en general mayores al trabajar con 
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soluble); los rendimientos de extracción obtenidos con este solvente fueron por su 

parte, bajos para ambos esteviolglicósidos. 

La escasa solubilidad de los glicósidos en agua contrasta con los altos 

rendimientos de extracción obtenidos en estas condiciones, tal comportamiento 

puede deberse al fenómeno de co-solubilización en solvente acuoso (en la 

obtención del extracto bruto), debido a la presencia de otros esteviolglicósidos u 

otros constituyentes orgánicos en la matriz vegetal lixiviada. 

 

f. Ajuste de los datos a modelos cinéticos 

 

Para evaluar la repetitividad de los resultados cinéticos obtenidos en los 

ensayos de extracción, se realizó la repetición del ensayo realizado a 70 °C, con 

solvente etanol:agua 30:70 (Figura B.9 y B.10, ANEXO A). Se compararon los LC 

(límites de confianza) de las curvas obtenidas en ambos ensayos, obteniéndose 

valores muy similares de las constantes R∞ y t1/2, existiendo además superposición 

entre los LC inferior y superior de las dos constantes (Tablas A.6 y A.7). 

Los datos experimentales obtenidos (g/100 mL) y los resultados de 

porcentajes recuperados por componente, se presentan en las Tablas A.8 a A.13. 

Los resultados del análisis se presentan en la Tabla III.14 y III.15.  Los datos 

obtenidos (RbA rec, Stv rec), se analizaron mediante regresión no lineal ajustando los 

porcentajes recuperados de cada componente a partir de la matriz vegetal a la 

ecuación de Pilosof et al. (1985). Las variables dependientes e independientes 

consideradas en este ajuste son la que se listan en la Tabla III.9. Las constantes 

R∞ y t1/2  estimadas a partir de Ec. (11) y el análisis de bondad del ajuste se 

presentan en la Tabla III.14 y III.15. La representación gráfica de la variación de 

los porcentajes recuperados en función del tiempo (con la temperatura) para cada 

componente según el solvente mixto empleado, se presentan en las Figuras III.21 

a III.30. 
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Tabla III. 14. Esteviósido recuperado (%). Parámetros de la Ec. de Pilosof 

etanol:agua T (°C) R∞ t1/2   R2 RSME E % χ 2 

0:100 30 39811,200 41554,500 99,213 1,667 8,884 3,398 

30:70 30 259,701 152,879 98,966 2,435 7,344 7,244 

50:50 30 232,937 158,698 99,392 1,614 4,893 3,183 

70:30 30 198,605 128,238 99,263 1,764 5,475 3,802 

100:0 30 17,321 78,920 99,763 4,698 1706,736 26,979 

0:100 50 156,595 90,133 99,691 1,114 3,534 1,517 

30:70 50 182,836 62,430 98,770 0,294 1762,621 4025,636 

50:50 50 182,965 63,784 99,370 2,257 4,454 6,225 

70:30 50 203,089 112,932 99,246 1,990 7,241 4,839 

100:0 50 74,461 327,360 98,628 6,702 1856,197 54,892 

0:100 70 116,423 42,287 99,905 0,656 1,135 0,525 

30:70 70 128,092 19,587 99,940 0,711 0,338 0,618 

50:50 70 148,984 26,332 99,335 2,617 1,874 8,370 

70:30 70 200,869 69,363 98,897 3,174 6,321 12,314 

100:0 70 61,027 92,039 99,364 0,620 5,070 0,470 

 

Tabla III.15. Rebaudiósido A recuperado (%). Parámetros de la Ec. de Pilosof 

etanol:agua T (°C) R∞   t1/2   R2 RSME E % χ 2 

0:100 30 4926,130 4881,300 99,121 1,840 10,024 4,139 

30:70 30 267,031 158,724 99,070 2,307 7,038 6,504 

50:50 30 240,798 173,110 99,293 1,693 5,339 3,504 

70:30 30 183,407 139,476 99,328 1,465 4,619 2,622 

100:0 30 15,142 81,180 99,800 3,322 335,221 13,489 

0:100 50 170,773 92,406 99,650 1,275 4,022 1,988 

30:70 50 177,138 63,803 98,842 45,218 34,760 2498,998 

50:50 50 178,791 66,173 99,316 2,260 4,904 6,243 

70:30 50 203,245 119,457 99,330 1,806 6,955 3,988 

100:0 50 46,831 225,357 98,980 4,780 358,947 27,924 

0:100 70 113,658 42,328 99,771 1,000 1,981 1,222 

30:70 70 122,009 18,920 99,923 0,775 0,382 0,734 

50:50 70 145,700 28,285 99,217 2,734 2,371 9,135 

70:30 70 194,672 73,595 98,938 2,926 6,783 10,466 

100:0 70 40,602 72,757 99,496 0,417 3,704 0,213 

  



96 

 

 

                
                       Figura III.21. Stv rec                                            Figura III.22. Stv rec 

                      con etanol:agua 100:0                                                 con etanol:agua 30:70 

 

                 
                       Figura III.23. Stv rec                                            Figura III.24. Stv rec 

                      con etanol:agua 50:50                                                 con etanol:agua 70:30 
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Figura III.25. Stv rec 

con etanol:agua 100:0 

 

                  
                      Figura III.26. RbA  rec                                        Figura III.27. RbA  rec 

                        con etanol:agua 100:0                                                con etanol:agua 30:70 
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                       Figura III.28. RbA  rec                                            Figura III.29. RbA  rec 

                       con etanol:agua 50:50                                                 con etanol:agua 70:30 

 

 
Figura III.30. RbA  rec 
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Realizando un análisis de varianza para las constantes R∞ y t1/2  estimadas, 

se encontró que R∞ aumenta al aumentar el porcentaje de etanol hasta 70 %, 

luego se reduce bruscamente; se observó un comportamiento similar en las dos 

variables dependientes estudiadas: RbA rec y Stv rec. En este análisis, no se 

consideraron los valores obtenidos con etanol:agua 0:100 a 30 °C (Tabla III.14 y 

III.15), debido a que en estos casos, los porcentajes de componentes recuperados 

aumentan linealmente con el tiempo y para esta situación, el modelo de Pilosof 

tiene muchos errores. 

La Ec. De Pilosof, ajusta mejor resultados obtenidos a mayores 

temperaturas con solventes mixtos etanol:agua. El solvente menos apto para su 

aplicación en la obtención del extracto bruto es etanol absoluto, que proporciona 

un pobre comportamiento cinético con rendimientos de extracción muy por debajo 

del obtenido con agua desmineralizada o con los solventes mixtos estudiados. 

En base al análisis del ajuste de los datos obtenidos, el mejor 

comportamiento cinético (menor  t1/2) se obtiene a la mayor temperatura de ensayo 

(70 °C), siendo los tiempos necesarios  para extraer la mitad del componente de 

interés (Esteviósido o Rebaudiósido A) menores a 20 min, cuando el solvente es 

etanol:agua 30:70. En tal caso el volumen de extracto bruto obtenido es menor al 

35 % del volumen total colectado en las condiciones de ensayo. Son necesarios 

estudios posteriores que permitan explicar los mecanismos involucrados en la 

extracción de los esteviolglicósidos investigados y de los sólidos totales con 

solventes mixtos (30:70 a 70:30), en lecho percolador. 

Al cabo de una hora de operación, en las condiciones de ensayo, no se 

extraen cantidades de significativamente mayores de esteviolglicósidos, sin 

embargo, el comportamiento del extracto total indica que se continúa extrayendo 

cuantitativamente más impurezas con el tiempo (ver Figura B.10). 
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III.3    CONCLUSIONES 
 

Se estudió la obtención del extracto bruto de Stevia rebaudiana Bertoni, 

partiendo de un material vegetal con alta proporción de Rebaudiósido A, utilizando 

solventes mixtos etanol:agua y trabajando a temperaturas de entre 30 °C y 70 °C. 

Para ello, se realizaron ensayos de extracción discontinua, en lecho 

percolador, a escala de laboratorio, a diferentes temperaturas y utilizando 

solventes mixtos en diferentes proporciones; se determinaron los rendimientos de 

extracción y la pureza de los extractos resultantes. La información obtenida se 

sometió a un tratamiento estadístico con el fin de optimizar el método de 

extracción y ajustar los parámetros de operación. Se concluye: 

 Las variables independientes solvente mixto y temperatura influyen 

en la concentración de Esteviósido y Rebaudiósido A, en los porcentajes de 

glicósidos recuperados y en la pureza de los extractos obtenidos. No se 

observaron efectos de interacción entre las variables estudiadas. 

 La eficiencia de la extracción aumenta linealmente con la 

temperatura entre los 30 °C y los 70 °C; es mayor cuando el porcentaje de etanol 

en el solvente mixto está entre el 30 y 70 % (p:p). La variación de la concentración 

de los edulcorantes  y de los sólidos totales (extracto total) pueden ajustarse a una 

ecuación de segundo orden, al igual que los porcentajes de esteviolglicósidos 

recuperados a partir de la matriz vegetal. 

 Los resultados de la optimización indican la conveniencia de trabajar 

a la mayor temperatura considerada siendo el solvente más efectivo para una 

extracción más eficiente, el etanol:agua 36:64 (p:p). En condiciones óptimas, el 

porcentaje de Esteviósido recuperado será del 93,46 % y el porcentaje de   

Rebaudiósido A, del 87,50 %. 

 Los extractos de mayor pureza se obtuvieron con etanol:agua 70:30, 

sin embargo no pudo establecerse una dependencia de la pureza con la 

temperatura, con la ecuación de segundó orden planteada. 
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 En las condiciones de ensayo  se obtiene 1 L de extracto bruto por 

cada 200 kg de hojas secas molidas (5 L de extracto bruto por kg de hojas secas 

molidas), en la extracción por percolación, en un equipo con las dimensiones 

utilizadas en el presenta trabajo. 

 Se observó un comportamiento diferencial de la solubilidad de los 

dos esteviolglicósidos con la temperatura: el Rebaudiósido A es escasamente 

soluble los solvente puros, muy soluble en solventes mixtos. El Esteviósido es 

escasamente soluble en agua, y su solubilidad aumenta al aumentar el porcentaje 

de etanol disminuyendo  con respecto a los solventes mixtos, en etanol absoluto. 

 La escasa solubilidad determinada para los esteviolglicósidos en 

agua contrasta con los altos rendimientos de extracción obtenidos en estas 

condiciones, tal comportamiento puede deberse al fenómeno de co-solubilización 

en solvente acuoso durante la obtención del extracto bruto, debido a la presencia 

de otros esteviolglicósidos u otros constituyentes orgánicos en la matriz vegetal. 

En solvente mixto ambos glicósidos mostraron un comportamiento en la extracción 

coincidente con la alta solubilidad determinada para Esteviósido y Rebaudiósido A, 

en los solventes de prueba. 

 La Ec. de Pilosof ajusta mejor los datos cinéticos obtenidos a 

mayores temperaturas con solventes mixtos etanol:agua. El mejor comportamiento 

cinético se obtiene a la mayor temperatura de ensayo (70 °C), siendo los tiempos 

necesarios  para extraer la mitad del Esteviósido o Rebaudiósido A presentes en 

las hojas, menores a 20 min, cuando el solvente es etanol:agua 30:70. 

 Son necesarios estudios posteriores que permitan explicar los 

mecanismos involucrados en la extracción de los esteviolglicósidos investigados y 

de los sólidos totales, en lecho percolador con solvente mixtos. 
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CAPITULO IV 

 

 

IV.1    PROPUESTAS DE TRABAJOS FUTUROS 

 

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo y a la revisión 

realizada la literatura científica y técnica sobre la operación de obtención de 

extracto bruto de Stevia rebaudiana Bert., considerando los aspectos más 

relevantes en relación al estado actual del arte, surgen las siguientes propuestas 

para trabajos futuros: 

 Estudiar la influencia del material de partida empleado (variedades 

Criolla, Eireté, Morita, Mejorada) y de los pre-tratamientos: método de secado, 

grado de molienda, sobre la eficiencia de extracción (grado de remoción de 

componentes valiosos) en lecho percolador con solventes mixtos. 

 Modelizar la cinética de la extracción discontinua con solvente 

acuoso y con solvente mixto etanol:agua para determinar los mecanismos 

involucrados en el proceso extractivo; modelizar la cinética de la extracción en 

lecho percolador con solvente acuoso y con solvente mixto etanol:agua para 

determinar los mecanismos involucrados en el proceso extractivo. 

 Realizar la caracterización de las impurezas obtenidas con diferentes 

solventes de extracción y estudiar el efecto de la utilización de diferentes solventes 

sobre la composición y la pureza del extracto bruto de stevia. 

 Estudiar las diferentes opciones de clarificación del extracto bruto; en 

particular, el uso de sustancias químicas (ácidos, álcalis, sales minerales) y la 

purificación con solventes en comparación con los procesos de ulftafiltración y 

microfiltración. 

 Investigar la optimización del proceso productivo, a fin de determinar 

las factibilidad de obtención de diferentes subproductos de stevia: (a) polifenoles y 

flavonoides a partir de residuos de pre-procesamiento (tallos) o en diferentes 

extractos de stevia; (b) residuos sólidos de obtención del extracto bruto de stevia. 
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ANEXO A 

 

Tabla A.1. Valores de variables respuesta en el orden del diseño experimental. Diseño experimental 3*5 

N° de 

Experimento 
etanol:agua T (°C) Stv (g/L) RbA (g/L) ET (g/L) Stv % RbA % RbA/Stv Stv rec RbA rec 

1 0:100 30 3,18 13,21 56,20 5,66 23,51 4,15 61,15 60,32 

2 30:70 30 3,63 15,66 64,00 5,67 24,47 4,31 69,81 71,51 

3 50:50 30 3,24 13,50 53,70 6,03 25,14 4,17 62,31 61,64 

4 70:30 30 3,20 12,30 47,60 6,72 25,84 3,84 61,54 56,16 

5 100:0 30 0,37 1,36 9,80 3,78 13,88 3,68 7,12 6,21 

6 0:100 50 3,21 14,40 61,80 5,19 23,66 4,55 61,73 66,76 

7 30:70 50 4,30 18,35 79,50 5,41 23,08 4,27 82,69 83,79 

8 50:50 50 4,17 17,94 74,10 5,63 24,21 4,30 80,19 81,92 

9 70:30 50 3,66 15,19 56,90 6,43 26,17 4,07 70,38 67,99 

10 100:0 50 0,56 2,07 12,60 4,44 16,43 3,70 10,77 9,45 

11 0:100 70 3,53 14,44 68,80 5,42 19,90 3,67 71,73 62,51 

12 30:70 70 4,05 16,75 73,60 5,50 22,76 4,14 77,88 76,48 

13 50:50 70 4,19 16,48 76,40 5,48 21,57 3,93 80,58 75,25 

14 70:30 70 4,79 18,42 74,40 6,44 24,76 3,85 92,12 84,11 

15 100:0 70 1,29 4,01 22,30 5,78 17,98 3,11 24,81 18,31 
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ANEXO A 

 

Tabla A.2. Valores de variables respuesta en el orden del diseño experimental. Diseño experimental CCD 

x y Stv (g/L) RbA (g/L) ET (g/L) Stv % RbA % RbA/Stv Stv rec RbA rec 

-1 -1 3,82 13,32 56,0 6,82 23,78 3,49 73,40 60,81 

1 -1 2,52 7,36 31,8 7,91 23,14 2,92 48,38 33,60 

-1 1 4,71 16,36 68,3 6,89 23,95 3,48 90,50 74,70 

1 1 4,01 13,10 49,3 8,13 26,57 3,27 77,12 59,82 

-1,41 0 3,21 14,62 61,8 5,19 23,66 4,55 61,73 66,76 

1,41 0 0,56 2,07 12,6 4,47 16,43 3,68 10,83 9,45 

0 -1,41 3,24 13,50 53,7 6,03 25,14 4,17 62,31 61,64 

0 1,41 4,19 16,48 76,4 5,48 21,57 3,93 80,58 75,25 

0 0 4,17 17,94 74,1 5,63 24,21 4,3 80,19 81,92 

0 0 3,77 16,05 70,6 5,34 22,73 4,26 72,50 73,29 

0 0 4,40 17,79 75,1 5,86 23,69 4,04 84,62 81,23 
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ANEXO A 

 

Tabla A.3. Volúmenes de solventes empleados en los ensayos de extracción (Diseño experimental 3*5) 
 

N° de 

Experimento 
etanol:agua T (°C) 

Volumen de solvente vertido en 

el lecho (mL) 

Volumen de extracto bruto 

obtenido (mL) 

Volumen de solvente 

retenido por impregnación 

1 0:100 30 1700 1100 600 

2 30:70 30 1700 1150 550 

3 50:50 30 1600 1050 550 

4 70:30 30 1700 1100 600 

5 100:0 30 1400 1000 400 

6 0:100 50 1550 1050 500 

7 30:70 50 1550 1050 500 

8 50:50 50 1550 1050 500 

9 70:30 50 1500 1000 500 

10 100:0 50 1500 1100 400 

11 0:100 70 1550 1200 350 

12 30:70 70 1650 1200 450 

13 50:50 70 1600 1200 400 

14 70:30 70 1550 1000 550 

15 100:0 70 1400 1000 400 
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ANEXO A 

 

Tabla A.4. Variación de la solubilidad de los glicósidos individuales con la temperatura, en solventes mixtos etanol:agua 

 Solubilidad (g/L) 

Solvente mixto 0:100  30:70  50:50  70:30  100:0 

Temperatura  (°C) Stv  RbA    Stv  RbA    Stv   RbA    Stv   RbA    Stv   RbA   

5 4,77 5,02  4,53 7,07  49,26 46,17  42,24 56,16  40,50 3,64 

30 3,66 3,69  34,77 33,91  106,74 110,60  102,33 72,81  91,14 3,21 

35 3,21 3,16  50,98 50,07  133,87 121,99  132,90 86,61  104,04 2,31 

40 3,44 3,83  87,80 80,40  184,77 163,13  190,00 105,66  147,37 2,10 

45 4,37 3,84  133,62 117,07  233,50 204,94  241,46 124,09  182,93 2,31 

50 6,26 6,55  177,84 156,83  325,76 270,64  310,32 213,71  281,29 3,74 

 

Tabla A.5. Variación de la solubilidad con la temperatura, de los glicósidos en mezclas 1:1, en solventes mixtos etanol:agua 

 Solubilidad (g/L) 

Solvente mixto 30:70  70:30 

Temperatura (°C) Stv RbA  Stv  RbA  

5 148,33 146,60  80,21 95,89 

30 127,66 140,25  149,89 153,64 

35 136,38 138,78  167,38 158,35 

40 151,47 162,10  170,56 169,37 

45 189,59 230,89  173,08 189,22 

50 > 400,00 > 400,00  181,78 214,87 
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ANEXO A 

 

Tabla A.6. Ensayo con repetición (70 °C, solvente mixto 30:70). Componente recuperado de la matriz vegetal 

  
Recuperación porcentual del componente valioso 

  
Ensayo (1)  Ensayo (2) 

t (min) Veb (mL) Stv (i) Stv rec RbA (i) RbA rec  Stv (i) Stv rec RbA (i) RbA rec 

0 0 0,000 0,000 0,000 0,000  0,000 0,000 0,000 0,000 

6 100 1,485 28,558 6,080 27,763  1,099 21,135 4,434 20,247 

12 200 1,055 48,846 4,310 47,443  1,079 41,885 4,299 39,877 

18 300 0,652 61,385 2,659 59,584  0,883 58,865 3,285 54,877 

24 400 0,480 70,615 1,944 68,461  0,614 70,673 2,244 65,123 

30 500 0,384 78,000 1,527 75,434  0,417 78,692 1,478 71,872 

36 600 0,303 83,827 1,187 80,854  0,248 83,462 0,967 76,288 

42 700 0,217 88,000 0,856 84,763  0,182 86,962 0,685 79,416 

48 800 0,167 91,212 0,671 87,826  0,135 89,558 0,486 81,635 

54 900 0,124 93,596 0,447 89,868  0,093 91,346 0,369 83,320 

60 1000 0,087 95,269 0,321 91,333  0,135 93,942 0,526 85,721 

Stv (i) se presenta en (g/100 mL). 

RbA (i) se presenta en (g/100 mL). 

Stv rec es el incremento porcentual en la recuperación de Esteviósido con el tiempo. 

RbA rec es el incremento porcentual en la recuperación de Esteviósido con el tiempo. 

Veb (mL) es el volumen de extracto bruto colectado a tiempo t (min). 
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ANEXO A 

 

Tabla A.7. Ensayo con repetición (70 °C, solvente mixto 30:70). Coeficientes de la Ecuación de Pilosof y bondad del ajuste. 

Componente Ensayo R2 Constante Valor Estimado Límite Inferior Límite Superior 

Stv rec 1 99,940 R∞ 128,092 124,939 131,244 

    t1/2 19,586 18,271 20,902 

2 99,125 R∞ 135,991 120,738 151,245 

    t1/2 24,383 17,672 31,094 

RbA rec 1 99,923 R∞ 122,015 118,681 125,349 

    t1/2 18,923 17,488 20,359 

2 99,238 R∞ 121,078 109,100 133,055 

    t1/2 22,623 16,931 28,315 

Stv rec el incremento porcentual en la recuperación de Esteviósido con el tiempo. 

RbA rec es el incremento porcentual en la recuperación de Esteviósido con el tiempo. 
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ANEXO A 
 

Tabla A.8. Recuperación porcentual de Esteviósido (Stv rec) a 30 °C con diferentes solventes. 

  etanol:agua 0:100   etanol:agua 30:70   etanol:agua 50:50   etanol:agua 70:30   etanol:agua 100:0 

t (min) Stv (i) Stv rec   Stv (i) Stv rec   Stv (i) Stv rec   Stv (i) Stv rec   Stv (i) Stv rec 

0 0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000 

6 0,185 3,558   0,327 6,288   0,325 8,486   0,330 6,346   0,051 0,981 

12 0,272 8,788   0,451 14,962   0,385 16,375   0,376 13,577   0,060 2,135 

18 0,337 15,269   0,520 24,962   0,455 23,729   0,506 23,308   0,054 3,173 

24 0,364 22,269   0,517 34,904   0,412 30,600   0,439 31,750   0,048 4,096 

30 0,364 29,269   0,551 45,500   0,411 37,033   0,385 39,154   0,040 4,865 

36 0,390 36,769   0,382 52,846   0,380 43,070   0,330 45,500   0,034 5,519 

42 0,256 41,692   0,271 58,058   0,232 48,747   0,267 50,635   0,031 6,115 

48 0,288 47,231   0,239 62,654   0,266 54,093   0,221 54,885   0,027 6,635 

54 0,232 51,692   0,203 66,558   0,171 59,138   0,180 58,346   0,018 6,981 

60 0,186 55,269   0,222 70,827   0,186 63,906   0,142 61,077   0,018 7,327 

Stv (i) se presenta en (g/100 mL). 

Stv rec es el incremento porcentual en la recuperación de Esteviósido con el tiempo. 
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ANEXO A 

 

Tabla A.9. Recuperación porcentual de Esteviósido (Stv rec) a 50 °C con diferentes solventes. 

  etanol:agua 0:100   etanol:agua 30:70   etanol:agua 50:50   etanol:agua 70:30   etanol:agua 100:0 

t (min) Stv (i) Stv rec   Stv (i) Stv rec   Stv (i) Stv rec   Stv (i) Stv rec   Stv (i) Stv rec 

0 0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000 

6 0,378 7,269   0,562 10,808   0,566 10,885   0,318 6,115   0,040 0,763 

12 0,501 16,904   0,726 24,769   0,790 26,077   0,544 16,577   0,064 1,988 

18 0,455 25,654   0,775 39,673   0,719 39,904   0,532 26,808   0,071 3,344 

24 0,409 33,519   0,630 51,788   0,587 51,192   0,493 36,288   0,080 4,873 

30 0,344 40,135   0,507 61,538   0,470 60,231   0,429 44,538   0,088 6,565 

36 0,286 45,635   0,504 71,231   0,427 68,442   0,341 51,096   0,074 7,990 

42 0,259 50,615   0,289 76,788   0,302 74,250   0,290 56,673   0,053 9,017 

48 0,216 54,769   0,213 80,885   0,278 79,596   0,238 61,250   0,037 9,735 

54 0,188 58,385   0,131 83,404   0,181 83,077   0,193 64,962   0,034 10,390 

60 0,149 61,250   0,071 84,769   0,131 85,596   0,171 68,250   0,033 11,021 

Stv (i) se presenta en (g/100 mL). 

Stv rec es el incremento porcentual en la recuperación de Esteviósido con el tiempo. 
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ANEXO A 

 

Tabla A.10. Recuperación porcentual de Esteviósido (Stv rec) a 70 °C con diferentes solventes. 

  etanol:agua 0:100   etanol:agua 30:70   etanol:agua 50:50   etanol:agua 70:30   etanol:agua 100:0 

t (min) Stv (i) Stv rec   Stv (i) Stv rec   Stv (i) Stv rec   Stv (i) Stv rec   Stv (i) Stv rec 

0 0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000 

6 0,652 12,538   1,485 28,558   1,184 22,769   0,530 10,192   0,135 2,596 

12 0,703 26,058   1,055 48,846   1,119 44,288   0,743 24,481   0,174 5,942 

18 0,446 34,635   0,652 61,385   0,832 60,288   0,813 40,115   0,195 9,692 

24 0,419 42,692   0,480 70,615   0,670 73,173   0,697 53,519   0,172 13,000 

30 0,322 48,885   0,384 78,000   0,484 82,481   0,546 64,019   0,140 15,692 

36 0,260 53,885   0,303 83,827   0,337 88,962   0,417 72,038   0,107 17,750 

42 0,213 57,981   0,217 88,000   0,236 93,500   0,321 78,212   0,092 19,519 

48 0,197 61,769   0,167 91,212   0,155 96,481   0,245 82,923   0,082 21,096 

54 0,169 65,019   0,124 93,596   0,095 98,308   0,171 86,212   0,062 22,288 

60 0,157 68,038   0,087 95,269   0,065 99,558   0,174 89,558   0,060 23,442 

Stv (i) se presenta en (g/100 mL). 

Stv rec es el incremento porcentual en la recuperación de Esteviósido con el tiempo. 
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ANEXO A 

 

Tabla A.11. Recuperación porcentual de Rebaudiósido A (RbA  rec)  a 30 °C con diferentes solventes. 

  etanol:agua 0:100   etanol:agua 30:70   etanol:agua 50:50   etanol:agua 70:30   etanol:agua 100:0 

t (min) RbA (i) RbA rec   RbA (i) RbA rec   RbA (i) RbA rec   RbA (i) RbA rec   RbA (i) RbA rec 

0 0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000 

6 0,764 3,489   1,378 6,292   1,271 5,804   1,297 5,922   0,185 0,845 

12 1,241 9,155   1,941 15,155   1,590 13,064   1,203 11,416   0,215 1,826 

18 1,532 16,151   2,085 24,676   1,716 20,900   1,857 19,895   0,195 2,717 

24 1,543 23,196   2,253 34,963   1,761 28,941   1,615 27,269   0,173 3,507 

30 1,615 30,571   2,299 45,461   1,710 36,749   1,433 33,813   0,145 4,169 

36 1,714 38,397   1,504 52,329   1,560 43,872   1,186 39,228   0,120 4,717 

42 1,292 44,297   1,181 57,721   1,082 48,813   1,014 43,858   0,113 5,233 

48 1,074 49,201   1,047 62,502   0,991 53,338   0,798 47,502   0,099 5,685 

54 0,990 53,721   0,891 66,571   0,699 56,530   0,716 50,772   0,071 6,009 

60 0,838 57,548   1,008 71,174   0,729 59,858   0,577 53,406   0,068 6,320 

RbA (i) se presenta en (g/100 mL). 

RbA rec es el incremento porcentual en la recuperación de Rebaudiósido A con el tiempo. 
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ANEXO A 

 

Tabla A.12. Recuperación porcentual de Rebaudiósido A (RbA  rec) a 50 °C con diferentes solventes. 

  etanol:agua 0:100   etanol:agua 30:70   etanol:agua 50:50   etanol:agua 70:30   etanol:agua 100:0 

t (min) RbA (i) RbA rec   RbA (i) RbA rec   RbA (i) RbA rec   RbA (i) RbA rec   RbA (i) RbA rec 

0 0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000 

6 1,632 7,452   2,291 10,461   2,188 9,991   1,288 5,881   0,171 0,781 

12 2,295 17,932   2,989 24,110   3,177 24,498   2,198 15,918   0,240 1,877 

18 2,090 27,475   2,908 37,388   2,908 37,776   2,130 25,644   0,266 3,092 

24 1,843 35,890   2,555 49,055   2,389 48,685   1,964 34,612   0,299 4,456 

30 1,555 42,991   2,092 58,607   1,984 57,744   1,722 42,475   0,267 5,675 

36 1,297 48,913   2,089 68,146   1,661 65,329   1,398 48,858   0,262 6,873 

42 1,181 54,306   1,168 73,479   1,277 71,160   1,209 54,379   0,200 7,784 

48 0,970 58,735   0,871 77,457   1,039 75,904   0,980 58,854   0,135 8,402 

54 0,868 62,699   0,553 79,982   0,802 79,566   0,814 62,571   0,115 8,926 

60 0,668 65,749   0,267 81,201   0,544 82,050   0,755 66,018   0,114 9,447 

RbA (i) se presenta en (g/100 mL). 

RbA rec es el incremento porcentual en la recuperación de Rebaudiósido A con el tiempo. 
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ANEXO A 

 

Tabla A.13. Recuperación porcentual de Rebaudiósido A (RbA  rec) a 70 °C con diferentes solventes. 

  etanol:agua 0:100   etanol:agua 30:70   etanol:agua 50:50   etanol:agua 70:30   etanol:agua 100:0 

t (min) RbA (i) RbA rec   RbA (i) RbA rec   RbA (i) RbA rec   RbA (i) RbA rec   RbA (i) RbA rec 

0 0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000   0,000 0,000 

6 2,499 11,411   6,080 27,763   4,405 20,114   1,981 9,046   0,511 2,333 

12 2,828 24,324   4,310 47,443   4,506 40,689   2,951 22,521   0,586 5,009 

18 2,213 34,429   2,659 59,584   3,531 56,813   3,247 37,347   0,638 7,922 

24 1,661 42,014   1,944 68,461   2,734 69,297   2,684 49,603   0,537 10,374 

30 1,323 48,055   1,527 75,434   1,911 78,023   2,125 59,306   0,429 12,333 

36 1,059 52,890   1,187 80,854   1,410 84,461   1,697 67,055   0,329 13,836 

42 0,865 56,840   0,856 84,763   0,971 88,895   1,299 72,986   0,277 15,100 

48 0,743 60,233   0,671 87,826   0,680 92,000   0,973 77,429   0,248 16,233 

54 0,657 63,233   0,447 89,868   0,406 93,854   0,739 80,804   0,187 17,087 

60 0,596 65,954   0,321 91,333   0,254 95,014   0,768 84,311   0,183 17,922 

RbA (i) se presenta en (g/100 mL). 

RbA rec es el incremento porcentual en la recuperación de Rebaudiósido A con el tiempo. 
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ANEXO B 

 

 

A. equipo extractor 

B. sistema termostatizado 

C. control diferencial de temperatura 

D. reservorio de solvente 

1. reposición de solvente 

2. salida de extracto 

3. circulación de agua de calefacción 

4. medición de temperatura 

Figura B.1. Equipo percolador de laboratorio para el estudio de la extracción 

etanólica y acuosa de Esteviósido y Rebaudiósido A 

 

 

 

                                        
 a. palo                                                 b. hoja gruesa                                   c.  hoja fina 

Figura B.2. Fracciones granulométricas del lote de partida 
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        Figura B.3. Stv (g/L) vs. porcentaje de etanol               Figura B.4. Stv (g/L) vs. temperatura 

 

           

       Figura B.5. RbA (g/L) vs. porcentaje de etanol            Figura B.6. RbA (g/L) vs. temperatura 
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           Figura B.7. ET (g/L) vs. porcentaje de etanol             Figura B.8. ET (g/L) vs. temperatura 

 

           
            Figura B.9. Stv rec vs. tiempo (min).                       Figura B.10. RbA rec vs. tiempo (min). 

     Ensayo con repetición.                                         Ensayo con repetición 
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Figura B.10. Ensayo con repetición (70 °C, solvente mixto 30:70) 

Componente recuperado de la matriz vegetal en base seca. 

Ensayo 1: Stv (1), RbA (1), ET (1). 

Ensayo 2: Stv (2), RbA (2), ET (2). 
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ANEXO C 

 

Ecuaciones: 

 

Polaridad de solventes mixtos. Las propiedades dieléctricas de un 

solvente mixto como agua y alcohol, pueden aproximarse como el promedio 

ponderado de las propiedades de los componentes puros (Gennaro, 2003): 

 

pp
oleoleaguaaguamezcla tantan

   

 

Dónde: 

Ɛ= constante dieléctrica del solvente puro en la mezcla. 

P= peso (g) del solvente puro en la mezcla. 

 

Pureza. Se expresada como el porcentaje del componente valioso en la 

materia seca o extracto total: 

 

  100)(/)(%  jETjStvStv  

  100)(/)(%  jETjRbARbA  

 

Dónde: 

RbA (j)= concentración de Rebaudiósido A en una mezcla (g/1000 mL) 

Stv (j)= concentración de Esteviósido en una mezcla (g/1000 mL) 

ET (j)= extracto total en una mezcla (g/1000 mL) 
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Grado de extracción (porcentaje recuperado). Se expresada como el 

porcentaje del componente extraído en relación al componente presente en la 

matriz vegetal: 

 

  100/  presenteStvextraidoStvrecStv  

  100/  presenteRbAextraidoRbArecRbA  

 

Porcentaje extraído en base seca (% b.s.). Se expresada como el 

porcentaje del componente valioso extraído por cada 100 g de material vegetal en 

base seca: 

 

  1002/)(.).(%  gStvsbadoStvrecuper  

  1002/)(.).(%  gRbAsbadoRbArecuper  

  1002/)(.).(%  gETsbdoETrecupera  

 

Dónde: 

RbA (g)= peso de Rebaudiósido A (g), extraído por cada 200 g de hojas secas 

molidas. 

Stv (g)= peso de Esteviósido (g), extraído por cada 200 g de hojas secas molidas. 

ET (g)= peso de extracto total (g), extraído por cada 200 g de hojas secas molidas. 

 


