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Cuantificacion del esteviosido y rebaudidsido A después del secado por aspersion de
extracto acuoso de Stevia rebaudiana

Por Irene Chaparro Hernandez

Resumen

La planta de Stevia rebaudiana Bertoni debido a su poder edulcorante acaldrico y sus
propiedades antioxidantes ha generado mayor interés. La propiedad de edulcorante de la stevia
proviene de sus moléculas llamadas glucésidos de esteviol (comUnmente llamados
esteviosidos), entre ellos stevidsido y el rebaudidsido A que se encuentran en mayor proporcion
principalmente en las hojas. El secado por aspersién es una tecnologia utilizada en los extractos
de plantas ya que ayuda a preservar los compuestos de interés presentes en estos. La
conservacion de los glucésidos de esteviol y poder antioxidante de stevia por medio del secado
por aspersion de extracto acuoso de hojas frescas de stevia no ha sido estudiado. En este
trabajo las condiciones de secado por aspersion fueron optimizadas en base al contenido de
esteviosido y rebaudidsido A y el rendimiento en relacion a los sélidos totales del extracto. Un
disefio factorial 22 con tres puntos centrales y con bloques fue aplicado para analizar el efecto
de las condiciones de secado en el contenido de glucésidos de esteviol (esteviésido y
rebaudiosido A) y la capacidad antioxidante (contenido fendlico total, contenido de flavonoides,
% inhibicién). Hojas frescas procedentes de dos lotes diferentes (diferentes ubicacion, fecha de
cosecha, hora de corte) fueron utilizadas para realizar la experimentacion por lo que el factor
“Lotes” fue bloqueado en el analisis factorial. Los efectos de la temperatura del aire de entrada
y del flujo de alimentacion fueron evaluados sobre el contenido de glucésidos de esteviol, la
capacidad antioxidante, el rendimiento y el contenido de humedad. El tratamiento de secado
por aspersion en el que se obtuvo el mayor contenido de rebaudidsido A fue el de 200 °C de
temperatura de aire de entrada y 2 kg/h de flujo de alimentacién, el tratamiento de secado donde
se obtuvo el mayor contenido de esteviosido fue en el de 160 °C y 2 kg/h de flujo de alimentacién
y conservo 90% de fenoles, 68% de flavonoides y 88% de Inhibicién. La pérdida de estevidsido
y rebaudiésido A durante el secado por aspersién se ve favorecida por la reaccion de hidrélisis

en las moléculas de glucésidos de esteviol.
Dirigida por
Dr. Juan Rodriguez Ramirez.
Dr. Luis Gerardo Barriada Bernal.



Stevioside and rebaudioside A quantification after spray drying of Stevia rebaudiana
aqueous extract.

By Irene Chaparro Hernandez.
Abstract

Interest in the Stevia rebaudiana Bertoni plant has currently grown due to its caloric
sweetening power and antioxidant properties. The sweetening property of stevia comes
from its molecules called steviol glycosides (commonly called steviosides), including
stevioside and rebaudioside A, which are found mostly in leaves. Spray drying is a
technology used in plant extracts as it helps to preserve the compounds of interest
present in them. The conservation of steviol glycosides and the antioxidant power of
stevia by the spray drying of aqueous extract of fresh stevia leaves has not been studied.
In this work the spray drying conditions were optimized based on the content of
stevioside and rebaudioside A and the yield related to the total solids of the extract. A
factorial design 22 with three center points and 2 blocks was applied to analyze the
effect of drying conditions on steviol glycosides (stevioside and rebaudioside A) and the
antioxidant ability (total phenolic content, flavonoid content, % inhibition). Fresh leaves
from two different lots (different location, harvest time, and harvest hour) were used to
perform the experimentation, so the factor "Lots" was blocked in the factor analysis. The
effects of inlet air temperature and feed flow were evaluated on steviol glycoside content,
antioxidant capacity, yield and moisture content. In the spray drying treatment at 200 °C
inlet air temperature and 2 kg/h feed flow rate, the highest rebaudioside A content was
obtained, while the highest stevioside content was obtained at 160 °C and 2 kg/h feed
flow rate, which retained 90% of phenols, 68% of flavonoids and 88% of Inhibition. The
loss of stevioside and rebaudioside A during spray drying was favored by the hydrolysis

reaction on steviol glycoside molecules.
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Simbologia

FA Flujo de alimentacion (kg/h)

Tin Temperatura del aire de entrada (°C)

Tout Temperatura del aire de salida (°C)

P Peso (9)

Sr Solidos totales (g/1)

PV, Peso del vaso vacio (g)

PV, Peso del vaso vacio + peso de los polvos (g)

Xpn Contenido de humedad base himeda (gagua/gmateria humeda)
y Rendimiento de los polvos (%)

4 Volumen (ml)

Vu Volumen alimentado de extracto de stevia (l)

%CHpg Contenido de humedad base seca (%)

Prumedo Peso inicial de la muestra (g)

Picco Peso de la muestra sin agua (Q)

%I Porcentaje de inhibicién (%)

A Absorbancia del blanco (mAU)

A Absorbancia de la muestra (mAU)

Cm Concentracion de la muestra (mg/ml)

Cm Volumen de la solucién usado para la extraccion (ml)
M Peso seco de las hojas (g hs)

Vil



I. Planteamiento de la investigacion.

1.1.Introduccién

La stevia es una planta nativa del Paraguay (América del Sur), perteneciente a la
familia de las Asteraceae. Es un arbusto herbaceo, presenta hojas ovales o
lanceoladas, con una disposicion opuesta en sus estados juveniles, y alternas cuando
las plantas llegan a su madurez. Sus flores son pequefias y blancas con su centro de

color puarpura palido.

El consumo de la stevia ha ido en aumento en los ultimos afios debido a sus
propiedades como endulzante no caldrico y sus compuestos bioactivos. Se ha
informado en diversas investigaciones su actividad como antioxidante, hipotensor,
anticonceptivo, en el tratamiento de alteraciones de la piel, en la prevencion de caries
y antibacterianas. Su dulzura deriva de los glucésidos de esteviol, los cuatro
principales son: esteviosido (9.1%), rebaudiésido A, rebaudiésido C y dulcésido A
(Singh y Rao 2005). Siendo el estevidsido y el rebaudidsido A los de mayor interés en
la industria porque son hasta 300 veces mas dulces que el azucar y a los que se les
atribuyen la mayoria de las propiedades bioactivas; por ello el presente trabajo se

enfoca en su cuantificacion.

Las hojas de la planta silvestre de stevia contienen 0.3% dulcdsido, 0.6% rebaudidsido
C, 3.8% rebaudidsido A y el 9.1% de estevidsido. La composicién quimica completa
de las especies de stevia aun no esta disponible. De las 110 especies estudiadas por
el sabor dulce solo 18 muestran esta caracteristica. De todas las especies la Stevia
rebaudiana Bertoni es la mas dulce. De acuerdo a Sharma et al. (2006) las hojas
frescas de stevia contienen una gran cantidad de agua (80 a 85%). Aparte de los
componentes antes mencionados (glucosidos), las hojas contienen acido ascorbico, B-
caroteno, cromo, cobalto, magnesio, hierro, potasio, fésforo, riboflavina, tiamina,

estafo, zinc, etc. Entre los productos quimicos



encontrados estan la apigenina, austroinilina, avicularin, B-sitoesterol, acido caféico,
campesterol, cariofileno, centaureidin, acido clorogénico, clorofila, kaempferol,

luteolina, quercetina, estigmasterol, entre otras.

El secado por aspersion es una excelente tecnologia para el secado de extractos de
plantas ya que por los tiempos de secado que se manejan la exposicion del material a
altas temperaturas es muy corta y asi se conservan sus propiedades, ademas de que
nos proporciona un producto homogéneo de alta estabilidad y una larga vida de

anaquel.

El secado por aspersién es un método para el secado de los extractos acuosos de
plantas, es aplicado tanto a nivel laboratorio como a nivel industrial, pero es muy
importante definir las condiciones adecuadas para llevarlo a cabo ya que podria
generar una pérdida significativa de las propiedades del producto. El extracto de stevia
sélo se ha secado por aspersion con agentes encapsulantes, algunos de los cuales
como la maltodextrina e inulina le agregan calorias al producto final ademas de impacto
en el indice glucémico, siendo que en su forma natural los glucésidos de esteviol no
aportan calorias ni impactan el indice glucémico ya que dichos compuestos no son
metabolizados por el organismo humano. De ahi la importancia de la presente
investigacion para evaluar las condiciones Optimas de secado con el fin de disminuir
el impacto en la cantidad del estevidsido y el rebaudidsido A, llevando a cabo su

cuantificacion.



1.2. Justificacioén

El interés por la planta de Stevia rebaudiana Bertoni ha crecido en los ultimos afios
debido a su contenido de glucésidos de esteviol que son hasta 300 veces mas
dulces que el azucar y son utilizados como un edulcorante alternativo; que ademas
poseen propiedades hipoglucemiantes, hipotensoras y pueden aumentar la
produccioén de insulina de las células beta del pancreas y aumentar la tolerancia a
la glucosa, siendo por lo tanto una opcion adecuada para los diabéticos tipo Il (Puri,
Sharma y Tiwari, 2011; Lemus-Mondaca et al., 2012). Por su contenido de
compuestos fendlicos la stevia actia también como un excelente antioxidante y
anticancerigeno; asimismo se ha demostrado que posee propiedades
antibacterianas, anticonceptivas y diuréticas (Kinghorn et al., 2002).

El proceso de aislamiento de los glucosidos de esteviol presenta varios problemas
como: i) tiempos de proceso extensos; ii) empleo de solventes con efectos en la
salud (posteriormente retirados); y iii) bajos rendimientos. 3) Elaboracion de
mezclas de “edulcorantes con base en stevia”, en donde la mayor parte se compone
de otro u otros edulcorantes y aditivos (principalmente sacarosa, sucralosa,
maltodextrina) al que se le afiade una porcion de esteviésidos (normalmente entre
el 0.5-1%). El estudio de procesos alternativos para la obtencion de edulcorantes
de stevia, como es el caso del secado por aspersion es importante ya que nos
permite obtener un edulcorante soluble y con propiedades antioxidantes, para ello

es importante determinar los factores que afecten el proceso.

El secado por aspersiéon es una tecnologia utilizada para los extractos de plantas,
ya que preserva los componentes naturales presentes en éstos, ademas de brindar
otras ventajas como mejorar la estabilidad del producto, disminuir la actividad de
agua y la actividad microbiolégica, minimizar los cambios fisicos y quimicos en el
almacenamiento, es un proceso rapido y emplea temperaturas relativamente bajas.
Otras ventajas del producto seco son la reduccion de espacio para almacenamiento

y la disminucion de costos de empaque y transporte.



Sin embargo, existen factores en el secado por aspersion que afectan la calidad del
producto final, por ello se requiere encontrar las condiciones de proceso,
temperatura del aire de entrada, velocidad de atomizacion y flujo de alimentacion
que proporcionen las caracteristicas deseadas en el producto final, asi como
también determinar las mejores condiciones para llevarlo a cabo en funcién de la

respuesta del material, sin tener que invertir un gran recurso econémico.

Para mantener la condicion de natural en el producto, en el presente trabajo se optd
por una extraccion acuosa. En algunos procedimientos también se someten las
hojas a pretratamiento para desgrasarlas pero esto implica aplicar solventes como
cloroformo o hexano, con esto se eliminan también aceites esenciales, principios
apolares y clorofila (Kinghorn et al., 2002), pero también se contamina el producto
con el solvente. Otra desventaja de utilizar solventes organicos en el proceso de
extraccion es que requieren procesos posteriores de separaciéon aumentando con

esto gastos de produccion.



1.3. Antecedentes

1.3.1. Las condiciones de cultivo de la stevia y su efecto sobre el contenido

de glucésidos de esteviol.

La luz y la temperatura son dos factores que tienen un efecto importante sobre la
sintesis de glucésidos; el crecimiento vegetativo, el area foliar, el peso seco de hojas
y el rendimiento de glucosidos varian de acuerdo a la duracion de la luz del sol y estos
parametros son mayores en dias con largos periodos de luz solar al compararlos con
dias de cortos periodos de luz solar, principalmente, la concentracidén de esteviésidos,
gue aumenta en un 50% en las plantas cultivadas en lugares donde tienen mas horas
de luz solar (Kinghorn et al., 2002). Los primeros trabajos en stevia llevados a cabo
por Sumida en 1980, indican que el rango 6ptimo de temperaturas para el cultivo de
esta planta es de 15-30 °C y puede soportar temperaturas criticas de 0-2 °C. El efecto
de las temperaturas y la produccion de los glucésidos en stevia sigue siendo un tema
de discusion a nivel mundial. Los macronutrientes de la planta de stevia también tienen
efecto sobre la concentracion de los glucosidos totales; deficiencias de
macronutrientes como potasio (K), Calcio (Ca) y azufre (S) pueden disminuir la

concentracion de glucosidos de esteviol (Jarma O., Combatt C. y Polo S., 2012).

La stevia presenta diversidad fenotipica y genotipica que se observa en plantas que
crecen espontdneamente, asi como en cultivos comerciales. Los resultados de
algunos estudios muestran que existe una gran variabilidad para los contenidos de
estevidsido y rebaudidsido A. lo que indica que ambas caracteristicas son gobernadas
por genes de herencia cuantitativa por o que es de esperar influencias de factores
ambientales sobre los mismos (época de cosecha, pos cosecha, temperatura,
humedad, fotoperiodo) (Jiménez, Cabrera y Alvarez, 2010).

1.3.2. Influencia de los métodos de secado en los glucdsidos de esteviol.

Los glucosidos de esteviol varian de acuerdo a los métodos de secado que se aplican

en la hoja de stevia, en 2014 Periche, Castelld, Heredia y Esriche evaluaron en qué

medida estos compuestos son afectados por los métodos de: liofilizacion, secado en
6



sombra y secado por aire caliente a 100 y 180°C; asi como por los procedimientos de
obtencién de extractos de sus hojas (infusién, convencional, microondas y ultrasonido)
(Periche et al., 2015).

Con relacion a la hoja fresca, el secado (liofilizacion, secado en sombra y secado por
aire caliente) ocasiona una disminucién en los principales glucésidos de esteviol. En
la Figura 1 se observan los valores del contenido de esteviosido, dulcdsido A,
rebaudiésido A y rebaudidsido C; identificados y cuantificados en fresco, y en hojas
secas de stevia aplicando los diferentes métodos de secado. Todos los valores estan
expresados en miligramos de compuestos por cada gramo de materia seca (Periche
et al., 2015).

Estevidsido Rebaudidsido A Rebaudidsido C Dulcésido A
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Figura 1. Contenido promedio de 4 glucosidos de esteviol.

1.3.3. Antioxidantes y compuestos volatiles.

Los antioxidantes son compuestos sensibles a los métodos de secado que se aplican
sobre la hoja de la stevia. Periche, Castell6, Heredia y Esriche evaluaron en 2014 la
aplicacion de diferentes condiciones de secado (liofilizacion, secado en sombra y
secado por aire caliente) y su efecto sobre los antioxidantes de las hojas de stevia.

Comparado con el contenido en las hojas frescas, el secado ocasiona un aumento



importante en los compuestos antioxidantes (fenoles totales, flavonoides vy
antioxidantes totales), especialmente con aire caliente a 180°C, el secado en sombra

origina un mayor desarrollo de compuestos volatiles (Periche et al., 2015).

En la Figura 2 se muestran los datos obtenidos del total de fenoles (mg de acido galico
equivalente/ g de stevia), flavonoides (mg de catequina equivalente/ g de stevia), y
antioxidantes totales (mg de Trolox equivalente/ g de stevia), cuantificados en fresco

y en hojas secas aplicando los diferentes métodos de secado (Periche et al., 2015).
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Figura 2. Contenido promedio de antioxidantes en diferentes condiciones de secado.

Las condiciones de secado producen un aumento importante en la capacidad
antioxidante, pero una disminucién significativa en el glucésido de esteviol principal
(esteviosido) que disminuyd con todos los tratamientos, sobre todo con aire caliente
a 100 °C. Para este compuesto, no hubo diferencias significativas entre los otros
tratamientos, aunque el secado a la sombra produjo los valores mas altos de este
compuesto. El dulcésido A so6lo aumenté con el secado a la sombra y con el

tratamiento de liofilizacion.

El tratamiento en el que se obtuvo un mayor contenido de glucosidos de esteviol fue
el de secado en sombra. El método de secado de aire caliente a 180 °C aumento la

concentracion de todos los compuestos antioxidantes (fenoles totales, flavonoides y
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antioxidantes totales) en comparacion con las concentraciones en las hojas frescas
de stevia. Por lo tanto, las condiciones de secado para hojas frescas de stevia se
determinan en base a su uso, si se utilizan para endulzar o por sus propiedades

antioxidantes. (Periche et al., 2015).

1.3.4. Secado por aspersion de extracto de stevia

Chranioti, Chanioti y Tzia (2015) llevaron a cabo el secado por aspersion de una
solucién de esteviésido y rebaudiésido A puros utilizando maltodextrina e inulina
como agentes encapsulantes en un porcentaje fijo de 80:20 (p/p) Yy probando
formulaciones con 1.5, 25 y 3.5% de solidos en solucibn de estevidsido y
rebaudiésido A con el objetivo de reducir el regusto amargo de los glucésidos de
esteviol. Del producto obtenido se evaluo la higroscopicidad, solubilidad, contenido
de fibra y eficiencia de la microencapsulacion en base a contenido de rebaudioésido A.
La evaluacién sensorial se llevd a cabo de acuerdo con la literatura (Pangborn, 1963;
Parpinello et al., 2001; Ye et al., 2013). El indice de rebaudiésido A en el producto
final se midi6 aplicando la Ecuacion (1). Se toma como referencia el rebaudiésido A
ya que es el glucésido de esteviol que tiene el mayor poder edulcorante y no tiene

regusto amargo.

%MEE : Eficiencia de la microencapsulacion.

1)

rebaudiésido A encapsulado
%MEE = —— — x 100
rebaudiosido A inicial

Para los productos encapsulados producidos con 1,5, 2,5y 3,5% de glucosidos de
esteviol en total de solidos en solucion, los valores de eficiencia de la
microencapsulacion fueron 62.36, 82.46 a 94.67%, los de la higroscopicidad 21,51,
26,67 y 24,25% y los valores de solubilidad 99,93, 97,50 a 96,03%, respectivamente.
El producto encapsulado producido con 2,5% de glucosidos de esteviol en soélidos
totales presentd las caracteristicas sensoriales y de calidad mas atractivas. Al

aumentar el porcentaje de glucésidos de esteviol en sélidos totales en la disolucién



se obtuvo un mayor rendimiento en la microencapsulacion de los polvos de secado
(Chranioti, Chanioti and Tzia, 2015).

1.3.5. Secado por aspersion de extractos de plantas

El secado por aspersion es un método utilizado para llevar a cabo el secado de los
extractos de diversas plantas a las que se les atribuyen propiedades medicinales, este
método se ha aplicado invariablemente con el uso de agentes encapsulantes como
coadyuvantes en el secado:

Secado por aspersion de extracto acuoso de Bidens albalL. a escalas de
laboratorio y banco (2008). Se utilizaron almidén y maltodextrina como agentes
encapsulantes, con el objetivo de determinar el encapsulante que proporcionara
mayor rendimiento. Conclusiones: se obtuvo el mayor rendimiento con el uso de una
mezcla de 45 % de almidon soluble y 1 % de Aerosil 200 V permite obtener un polvo
con 95 % de rendimiento (LOpez Hernandez, Torres Amaro y Chavez Figueredo,
2008).

Influencia del uso de aditivos en el rendimiento del proceso de secado por
aspersion de extracto acuoso de Calendula officinalis L (2006). Agentes
encapsulantes: almidén y maltodextrina. Se realizaron diferentes corridas en un
secador de spray de laboratorio, con distintas concentraciones de maltodextrina y
almidon soluble. Se obtuvo el mayor rendimiento con 15 % de almidon soluble
respecto a los solidos totales del extracto. Se obtuvo un producto en forma de polvo
mediante secado por aspersion con un rendimiento superior a 90 %, Util para ser
utilizado como materia prima en la elaboracion de medicamentos de origen natural

(Lopez Herndndez, Mufioz Cernada y Torres Amaro, 2006).

Estudio de secado por aspersion hasta escala de banco del extracto acuoso
de Boerhaavia erecta L (2008). Agentes encapsulantes: almidén y maltodextrina. Se

estudio la influencia del uso de diferentes aditivos sobre el rendimiento en el proceso
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de secado por aspersion. Se logré obtener a escala de banco un extracto seco que
cumple con los requisitos de calidad fisicoquimicos y microbiol6gicos, con un

rendimiento superior a 90 % (Lopez Hernandez et al., 2008).

Estudio de secado por aspersion de extractos de Plectranthus amboinicus,
Ocimum tenuiflorum, Passiflora incarnata, Matricaria recutita y Melissa
officinalis (2010). Agentes encapsulante: maltodextrina, almidon soluble y celulosa
microcristalina. A los polvos secos se les determind: humedad, cenizas, conteo
microbiolégico, contenido de polifenoles en el extracto seco de P. amboinicus y
contenido de flavonoides totales en base a apigenina y quercetina en los extractos de
P. incarnata, M. recutita y M. officinalis. El contenido de humedad en todos los casos
fue menor del 10 %, limite maximo establecido como parametro de control de calidad
en extractos secos. El contenido de polifenoles fue mayor de 3 %, limite establecido
como parametro de control de calidad del mismo, los valores de flavonoides obtenidos
no presentaron diferencias entre las escalas analizadas. El secado por aspersion
aplicado a extractos de plantas, requiera o no de coadyuvantes del secado,
proporciona productos de calidad fisicoquimica y microbiolégica adecuada con
posibilidad de ser introducidos en la industria de productos fitoterapéuticos (Lopez

Hernandez, Castillo Menéndez y Pefia, Garcia, 2010).

1.4.Planteamiento del problema

La Stevia rebaudiana Bertoni tiene un gran potencial edulcorante y otras propiedades
bioactivas que le pueden otorgar diversidad de usos. Estudios mencionan sus
propiedades antioxidantes, anticaries, antihipertensivas y coadyuvantes en los

procesos de cicatrizacion (Madan et al., 2010).

El potencial edulcorante de esta planta se debe a sus componentes naturales activos
presentes en las hojas que son los glucésidos de esteviol que hasta el presente afio
se han identificado 40 glucésidos de esteviol que se encuentran en diferentes

proporciones (Purkayastha et al., 2016).
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Para poder aprovechar todo su potencial se requiere que el producto sea estable, de
facil transporte, de una larga vida de anaquel y que conserve el mayor porcentaje de
edulcorantes y compuestos bioactivos; todas estas caracteristicas las proporciona el
secado por aspersion pero para lograrlas es indispensable, establecer las condiciones
de secado (temperatura del aire de secado, velocidad de atomizacion, flujo de

alimentacion) con las que se obtengan los mejores rendimientos del producto.

El trabajo de secado por aspersién de stevia que se ha realizado hasta ahora se ha
llevado a cabo utilizando agentes acarreadores 0 materiales pared (inulina,
maltodextrina) esto con el fin de disminuir el regusto amargo del producto final y
utilizando solo el esteviosido y el rebaudiésido A como materia prima, como
consecuencia de esto se alteran las propiedades de la planta, aumenta las calorias del
edulcorante e impactan el indice glucémico por su contenido de azucares, otra
desventaja también es el desperdicio de las propiedades bioactivas que proporcionan
otros componentes de la stevia como los fenoles que proporcionan capacidad

antioxidante.

Actualmente muchos de los productos de la industria de alimentos Unicamente utilizan
el rebaudioésido A como edulcorante ya que a diferencia del estevidsido no deja resabio
amargo, sin embargo el estevidsido ademas de propiedad edulcorante posee
propiedades como anticaries, antisépticas, antitumorales, antihipertensivas (Duran A,
Rodriguez N. y Cordon A., 2012).

Los edulcorantes que se encuentran a la venta en presentacién de cristales estan
combinados con acarreadores y/u otros edulcorantes sintéticos, y las presentaciones de
edulcorantes de hojas naturales no son homogéneos, no tienen un control de calidad del

producto y no certifican un manejo higiénico de la materia prima.

Las caracteristicas de calidad de un producto tales como contenido de humedad (mayor
vida de anaquel, estabilidad), tamafio de particula (homogéneo), color, rendimiento,
conservacion de los compuestos de interés dependen de las caracteristicas tanto del

fluido de alimentacion (contenido de solidos) como de las condiciones de secado: tipo
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de atomizador, temperatura del aire de secado, temperatura de salida, una correcta
eleccion y aplicacion de estos parametros nos asegura una mejor calidad del producto

SecCo.

1.5.Hipotesis

La temperatura del aire de entrada y el flujo de alimentacion en el secado por aspersion
de extracto de hojas frescas de stevia reduce la concentracién de estevidsido y
rebaudidsido A en los polvos deshidratados debido a que las reacciones de hidrolisis en

los glucosidos de esteviol son favorecidas por la temperatura y la disponibilidad del agua.

Las moléculas antioxidantes del extracto acuoso de stevia disminuyen durante el secado

por aspersion porque son moléculas sensibles a la temperatura.

1.6.0bjetivo general

Estudiar el efecto de las condiciones de secado por aspersion de extractos acuosos de

stevia en el contenido de glucdsidos y antioxidantes.

1.6.1. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la temperatura del aire de entrada en: i) el contenido de
estevidsido y rebaudiésido A, ii) la capacidad antioxidante (contenido de fenoles,
flavonoides, % de inhibicion), iii) el contenido de humedad, iv) el rendimiento

2. Evaluar el efecto del flujo de alimentacién en: i) el contenido de estevidsido y
rebaudidsido A, ii) la capacidad antioxidante (contenido de fenoles, flavonoides y el
% de inhibicidn), iii) el contenido de humedad, iv) el rendimiento

3. Determinar las condiciones de secado por aspersion en base al maximo contenido

de estevidsido y rebaudiésido A.
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Il. Marco tedrico y conceptual.

2.1.Componentes de la stevia.

Las hojas de la stevia contienen varios compuestos glucésidos que son los que otorgan
el sabor dulce. El género stevia incluye mas de 200 especies, sin embargo, solo dos de
ellas contienen glucosidos de esteviol, siendo la Stevia rebaudiana Bertoni la variedad
que contiene los compuestos mas dulces. Los glucdsidos son moléculas compuestas
por un glucido (generalmente monosacaridos) y un compuesto no glucidico (Kinghorn
et al., 2002).

Muchas plantas almacenan los productos quimicos importantes en forma de glucésidos
inactivos; si estos productos quimicos son necesarios, se hidrolizan en presencia de
agua y una enzima, generando azlcares importantes en el metabolismo de la planta.
Muchos glucésidos de origen vegetal se utilizan como medicamentos. El glucido se
enlaza a través de su carbono anomérico (puede ser alfa o beta) a otro compuesto de
diferente naturaleza quimica (Brahmkshatriya y Brahmkshatriya 2013). La Unica
diferencia entre varios glucésidos de esteviol es la cantidad y la disposicion de las
moléculas de glucosa adheridas al nucleo de esteviol. En base seca, los cuatro
principales glucosidos son el dulcosido A, el rebaudiésido C, el rebaudidésido A y el
estevidsido (en general a 0,3%, 0,6%, 3,8% y 9,1%, respectivamente). Otros glucdsidos
menos importantes incluyen el rebaudiésido B, D, E y F, el esteviolbidsido y el
rubosaosido (Kinghorn et al., 2002). Todos los glucésidos de esteviol comparten el mismo
ndcleo molecular: el esteviol (Figura 3)

o-R2

R1—O—§
O

Figura 3. Nucleo molecular esteviol
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2.2 El enlace glucosidico.

Compuestos con grupos OH, NHz y SH pueden reaccionar con el OH hemiacetalico del
carbono anomérico, de un monosacarido con pérdida de una molécula de agua para
formar un enlace glucosidico. Segun la naturaleza del grupo reaccionante se diferencian
O-glucésidos (a partir de un OH), N-glucésidos (a partir de NH2) y S-glucésidos (a partir
de SH). En los glucésidos de esteviol la aglicona (compuesto no glucidico) es el esteviol
al que se unen diferentes unidades de monosacaridos (glucosa, ramnosa, xilosa) en R1
y R2 (Figura 3) (Kinghorn et al., 2002).

La formacion del enlace glucosidico aumenta la solubilidad de la aglicona y el carbono
anomerico pierde su caracter reductor. El enlace glucosidico es susceptible a la hidrolisis

acida y a la accién de enzimas llamadas glicosidasas (Bemiller, 1967).

2.2.1. Hidrolisis
La hidrdlisis es una reaccién quimica entre una molécula de agua y otra molécula, en la
cual la molécula de agua se divide y sus atomos pasan a formar parte de otra especie
guimica, estas reacciones se ven favorecidas en medio acido y temperaturas de 100 °C

0 menores (Bemiller, 1967).

Muchos factores parecen influir en la reaccion de hidrdlisis de los glucdésidos, incluidos
el tamafio del anillo, la configuracion, la conformacién y la polaridad del azucar y el
tamafo y la polaridad de la aglicona. Algunos autores han explicado las diferencias en
las tasas de hidrdlisis sobre la base de los efectos electrénicos, y otros sobre la base de
efectos estéricos. La hidrélisis catalizada por acido de los glucésidos esta influenciada
por varios factores, algunos de los cuales son mas importantes en algunos glucosidos,
otros en otros glucésidos. Por lo tanto, a menudo es imposible sefalar un factor que
explique las diferencias en las tasas de hidrolisis entre dos glucdsidos, y en algunos
casos aun no es posible dar ninguna explicacion para el comportamiento de un par o

pares de glucésidos (Bemiller, 1967).
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2.3.Propiedades del estevidsido y rebaudiosido A.

Los glucosidos de esteviol se producen en las hojas de Stevia de donde se extraen para
después aislarlos y purificarlos sin realizar modificaciones quimicas (FDA, 2010).

Contenido calorico: Los glucésidos de esteviol no se metabolizan ni se acumulan en el

cuerpo por lo que su aporte calérico es nulo (FDA, 2010).

Dulzor: El rebaudiésido A es 250 a 450 veces mas intenso en dulzor que la sacarosa,

mientras que el estevidsido es unas 300 veces mas intenso (Kinghorn et al., 2002).

Solubilidad: El esteviosido es menos soluble en agua que el rebaudiésido A, 1 gramo
de estevidsido se disuelve en 800 ml de agua, mientras que 1 gramo de rebaudidsido A
se disuelve en 80 ml de agua (Kinghorn et al., 2002). Son altamente solubles en metanol
(Abou-Arab, Abou-Arab y Abu-Salem, 2010), el esteviésido es altamente soluble en
etanol (Kinghorn et al., 2002).

Estabilidad: A 120°C el estevidsido es estable por una hora, sin embargo sobre 140°C
se observé su descomposicion (Kroyer, 1999), es estable en medio acido, no fermenta,
lo cual representa una ventaja adicional para su uso en jarabes y bebidas, se recomienda
Su uso en caramelos y gomas de mascar para reemplazar el aztcar (Galperin de Levy,
1982). El rebaudiésido A es estable en distintas matrices alimentarias durante varias
semanas de almacenamiento. En el caso de las bebidas carbonatadas el rebaudiosido
A es estable en los rangos de pH de 4 a 6 y a temperaturas de 5°C a 25°C, hasta por 26

semanas (Cargill., 2008).

En el Cuadro 1 se especifican algunas de las caracteristicas mas importantes del

esteviosido y rebaudiésido A.
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Cuadro 1. Propiedades del rebaudiosido A y del esteviosido (Kinghorn et al., 2002).

Rebaudidésido A Esteviésido

(Yikrazuul, sin fecha) (Yikrazuul, sin fecha)

Formula molecular: Ca4H70023 Formula molecular: C3sHsoO1s
Apariencia: Polvo blanco Apariencia: Polvo blanco
Densidad: 3.71 g/cm? Densidad: No hay datos.
Masa molar: 967.01 g/mol Masa molar: 804.8 g/mol

Ph: 3-9 Ph: 3-9

Punto de fusion: 242 - 244 °C Punto de fusion: 196-198 °C

2.4.Extraccion de glucésidos de esteviol.

Los métodos reportados para la extraccion de los glucésidos de esteviol son diversos,
utilizan diferentes extracciones como: con fluidos supercriticos o con enzimas, con
diversos solventes como etanol, agua, éter, metanol incluso hexano; aplicando
diferentes temperaturas y periodos de tiempo. Para elegir un solvente de extraccion es
necesario considerar: selectividad, facilidad de manipulacion, precio, seguridad, riesgo
de posible contaminacién ambiental y grado de toxicidad. En algunas plantas se usan

alcoholes como el metanol, el cual posteriormente es removido del producto final. Se
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presume que el uso de tal compuesto aumenta la eficacia de la extraccion y la
separacion de los esteviosidos. Sin embargo el uso de ésta en la operacion, parece ser
la razon por la cual la FDA (Food and Drug Administration) no califica a los extractos de
stevia como productos naturales y seguros (Macia y Monesterolo, 2008). La extraccion
acuosa es un método con buena eficiencia, amigable con el ambiente, no interacciona
con ninguno de los componentes de la hoja, es econébmicamente factible y tanto el
estevidsido como el rebaudidsido A son solubles en agua.

El tamafio de particula es otra variable importante en el proceso de extraccion, la
extraccién en materia entera o dividida en fragmentos gruesos podria ser incompleta o
muy lenta debido a la pobre penetracion del solvente en el tejido vegetal; una division
excesiva de las hojas también causa problemas puede generar que las particulas se

apelmacen dificultando la extraccion (Bruneton, 2001).

2.4.Capacidad antioxidante.

Los antioxidantes estdn ampliamente presentes en las frutas y las plantas, y pertenecen
a varias clases de compuestos quimicos. Existen cuatro fuentes generales de
antioxidantes: enzimas como superoxido dismutasa y catalasa; moléculas grandes como
la albumina y la ferritina; moléculas pequefias como acido ascérbico, glutatién, acido

arico, tocoferoles, carotenoides, (poli) fenoles y otros (Wdlwer-Rieck, 2012).

Para evaluar la capacidad de atrapar radicales libres de los productos naturales, existen
muchas pruebas disponibles que difieren en los principios de medicion, reactivos y
mecanica de reaccion (Wolwer-Rieck, 2012). El método de captura del radical DPPH
(2,2-Difenil-1-picrilhidrazil), el cual determina actividades de captura de los radicales
libres, en presencia de una sustancia antioxidante, midiendo el potencial de inactivacion
de dicho radical en medio acuoso (Jiménez Monreal, S4nchez Manzanera y Martinez
Tomé, 2012). El método de captura del radical DPPH ha sido modificado por numerosos
autores como la concentracion de DPPH (0,1 mM, 0,2 mM, 600 mM), tiempo de

incubacion o ataque (30 min, 60 min, 500 min o incluso sin tiempo definido, hasta llegar
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a saturacion), relacion DPPH/muestra (8/1, 5/1, 39/1), etc. (Jiménez Monreal, Sanchez

Manzanera y Martinez Tomé, 2012).

La reduccién del DPPH se monitorea por la disminucion en la absorbancia a una longitud
de onda caracteristica. En su forma de radical libre, el DPPH absorbe a 515 nm y cuando
sufre reduccion por un antioxidante, esta absorcién desaparece. En consecuencia la
desaparicion del DPPH proporciona un indice para estimar la capacidad del compuesto
de prueba para atrapar radicales. En la Figura 4 se ejemplifica como el DPPH atrapa un

radical libre.

0, + R© — N—N NO,

Figura 4. Reaccion del DPPH con un radical libre.

Un antioxidante actia como antirradical donando atomos de hidrégeno, dando como
resultados radicales con estructuras moleculares estables, que detendran la reaccion en
cadena, como es el caso de los fenoles. Cuando esta reaccion ocurre, la concentracién
del DPPH disminuye mientras aparece la forma reducida DPPH-R* provocando un

cambio en el color de morado a amarillo y la absorbancia de la solucion decrece.

2.5.Compuestos fenolicos

Los compuestos fendlicos o polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias
guimicas con diferentes estructuras, propiedades quimicas y actividad biologica,
englobando mas de 8.000 compuestos distintos. Quimicamente, los compuestos
fendlicos son sustancias que poseen un anillo aromatico, con uno 0 mMas grupos

hidréxidos (Figura 5) (Gutiérrez Avella, Ortiz Garcia y Mendoza Cisneros, 2008).
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OH OH

)

Figura 5. Estructura base de compuestos fendlicos.

Los polifenoles son moléculas con actividad antioxidante que incluye a los fenoles acidos
y flavonoides. En términos generales, los fenoles acidos se caracterizan por tener un
anillo aromatico central como en el caso del acido cinamico y otros derivados (Figura 6)
(Drago Serrano, Lopez Lopez y Sainz Espuiiez, 2016), mientras que los flavonoides

tienen dos anillos fendlicos unidos por un anillo heterociclico.

Los fenoles acidos como los &cidos: cumarico, caféico y ferdlico, inhiben la actividad de
agentes mutagenos, estimulan la actividad de la enzima fenolsulfotransferasa implicada
en la destoxificacion de compuestos metabdlicos potencialmente toxicos y poseen
actividad bactericida. La actividad antioxidante de los polifenoles se ha relacionado con
su capacidad para prevenir falla cardiaca, ateroesclerosis, enfermedad cardiovascular y

neoplasias.(Drago Serrano, Lépez Lopez y Sainz Espufiez, 2016)

O
R1
o OH
R2
R3
R1 R2 R3
Acido cinamico H H H
Acido 3-cumarico H OH H
Acido caféico H OH OH
Acido ferudlico H OH OCHs

Figura 6. Estructura base de algunos fenoles acidos.(Drago Serrano, Lépez Lopez y Sainz
Espufiez, 2016)
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2.5.1. Flavonoides

Los flavonoides constituyen una amplia familia de compuestos que a su vez incluye
varios grupos entre los que, tienen especial interés: antocianos, flavanos, flavonoles,
flavonas, flavanonas, calconas e isoflavonoides. Estructuralmente, los flavonoides se
caracterizan por poseer una estructura como la que se muestra en la Figura 7 (Gonzalo

Rivas y Garcia Alonso 2002).

Figura 7. Estructura base de los flavonoides.

Estos grupos se diferencian entre si por el grado de insaturacién y sustituyentes del
anillo C (Figura 7). Se pueden distinguir entre compuestos que poseen un radical
cetdnico en el heterociclo: flavonas, flavonoles, flavanonas (dihidroflavonas) y calconas,
y los que no lo poseen: flavanoles y antocianidinas. La existencia de un hidroxilo en
posicion 3 es otra caracteristica comun a antocianidinas, flavanoles y flavonoles. Dentro
de cada uno de estos grupos los compuestos se diferencian entre si por los sustituyentes
en el anillo B y por los sustituyentes en los diferentes hidroxilos de la molécula (metilos,
azucares y/o acidos organicos, mas habitualmente) (Gonzalo Rivas y Garcia Alonso
2002).

Los flavonoides identificados en las hojas de Stevia pertenecen a los subgrupos de
flavonoles y flavonas. Cuantitativamente, se analizan como contenido total de
flavonoides utilizando el método colorimétrico de cloruro de aluminio, en el Cuadro 2 se
enlistan los flavonoides que se han identificado en las hojas de Stevia rebaudiana (Bert.)
(Wolwer-Rieck, 2012).
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Flavonoles y flavonas.

Habitualmente se encuentran en los tejidos vegetales principalmente bajo la forma de
heterdsidos (glucdsidos, galactosidos, ramnésidos, rutindsidos o glucurondésidos). Las
flavonas se encuentran en muchas plantas herbaceas. El perejil y otras hierbas
aromaticas, como el romero y el tomillo, contienen apigenina, que junto a la luteolina,
presente en cereales, son las flavonas mas comunes. Los glicésidos de flavonas estan
presentes en verduras y hortalizas. Participan en cierta medida en las caracteristicas
sensoriales de los vegetales. Asi, en altas concentraciones o formando complejos con
metales pueden contribuir a la coloracién de plantas; algunas flavonas no glicosidicas y
altamente metoxiladas (nobiletina, sinensetina y tangeretina) son responsables del sabor
amargo de algunos citricos. Por el contrario, algunas flavonas glicosiladas (neodiosmina
y roifolina) reducen el amargor de compuestos como limonina, naringina, cafeina o

quinina (Gonzalo Rivas y Garcia Alonso 2002).

Los flavonoles se encuentran repartidos abundantemente en todos los alimentos de
origen vegetal, y las pieles u hollejos de las frutas son particularmente ricas en estos
compuestos. Los mas conocidos son la quercetina, kaempherol y miricetina, y se
presentan generalmente en forma de glicésidos. Al igual que las flavonas en altas
concentraciones proporcionan un ligero color amarillo a los tejidos vegetales. Estos
compuestos estan ampliamente distribuidos en plantas superiores, aunque los
flavonoles son predominantes en las frutas. Es destacable el contenido de derivados de
quercetina en cebollas, teniendo en cuenta que so6lo se han encontrado trazas de
flavonoles en las partes subterrdneas de las plantas (Gonzalo Rivas y Garcia Alonso
2002).
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Cuadro 2. Flavonoides identificados en hojas de Stevia rebaudiana (Wolwer-Rieck, 2012)

Nombre R* R®
Flavonoles

Quercetina OH OH H OH OH
Quercetina-3-0-;D- OH OH H O- arabindsido OH
arabinésido

Quercetina-3-0-; D- OH OH H O-ramnosida OH
ramnosido

Quercetina-3-O-glucosida OH OH H O- glucosida OH
Quercetina-3-O-rutindsida OH OH H O-rutindésida OH

Quercetina-3-0O-(4-O-trans- OH OH H  (4-O-trans-cafeico)-a- OH

cafeico)-a-L-ramno-piranosil- L-ramno-piranosil-(1-
(1-6)—D-galactopiranésida 6)—D-
galactopirandsida
kaempferol-3-O-ramndésida H OH H O-ramnodsida OH
Flavones
Apigenina H OH H H OH
Apigenina-4"-O-z-D-glicésida H (OF H H OH
glicésida
Apigenina-7-0O-g-D-glicésida H OH H H O-
glicésida
Luteolina OH OH H H OH
Luteolina-7-O-g-D-glicésida OH OH H OH O-
glicésida

Contenido fendlico total
Los métodos usados comunmente para determinar y cuantificar fenoles totales en

alimentos y vegetales son el ensayo de la vainillina y el de Folin-Ciocalteu.
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El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con
agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sddico,
que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotlngstico, como se observa en la Figura 8 (Gutiérrez Avella, Ortiz Garcia y Mendoza
Cisneros, 2008). La transferencia de electrones a pH basico reduce los complejos
fosfomolibdico-fosfotiingstico en 6xidos, cromdgenos de color azul intenso, de tungsteno
(WsO23) y molibdeno (MosOz23), siendo proporcional este color al nimero de grupos

hidroxilo de la molécula (Gutiérrez Avella, Ortiz Garcia y Mendoza Cisneros, 2008).

S
LA L

HO™ Ol HO T,e “OH
OH OH
coo coo”
L P
| r2Mo® — || *2Mo™+2H'
HL':I’#H“T” “OH G*#“T’ﬁ“{_m
OH 0

Figura 8. Reaccion del 4cido gdlico con el molibdeno del reactivo de Folin-Ciocalteu (Oliveira,
Valentim y Goulart, 2009).

Contenido de flavonoides totales

Los flavonoides, uno de los dos grandes grupos de compuestos fenélicos junto con los
acidos fendlicos, son un grupo extenso de compuestos derivados del benzo-y-pirano.
Poseen varios grupos hidroxilos enlazados a estructuras anulares, C6-C3-C, designadas
como A, By C (Figura 9). Dependiendo del grado de oxidacién y de sustitucién del anillo

pirano central pueden subdividirse en flavonas, flavonoles, flavononas, isoflavonas,
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flavanos y antocianinas. El anillo pirano puede ser abierto (chalconas) y reciclado en un

anillo furano (auronas) (Gracia Nava, 2006).

O
Figura 9. Estructura basica de los flavonoides.

Las flavonas (Figura 10) son amarillas y pueden estar en algunas flores, como en
la primula, dandole un color amarillo a sus pétalos, o en frutos, como en la piel de
las uvas, ya que son las responsables del color amarillento de los vinos blancos. Hay
tres flavonas importantes: la tricetina, presente en el polen de algunas mirtaceasy
también en las podocarpaceas (Podocarpus spp.); la apigenina, presente en muchas
plantas como la manzanilla, (Matricaria recutita) o elespino blanco (Crataegus
laevigata), da un color marrén marfilefio a las flores si se presenta sola; y la luteolina, de
color amarillo, que incluso sirve para tefir lana y otros tejidos, para lo cual se ha

empleado la Retama de los tintoreros (Genista tinctoria).

O

Figura 10. Estructura molecular de una flavona.

La 3-hidroxiflavona (Figura 11) es la columna vertebral de los flavonoles, este tipo de
flavonoides suelen ser incoloros o amarillos y se encuentran en las hojas y en muchas

flores. Los mas importantes son tres: la quercetina, es el flavonol amarillo del polen de
25


https://es.wikipedia.org/wiki/Flavonas
https://es.wikipedia.org/wiki/Pr%C3%ADmula
https://es.wikipedia.org/wiki/Uva
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Tricetina&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Myrtaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Podocarpaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Apigenina
https://es.wikipedia.org/wiki/Matricaria_recutita
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Rataegus_laevigata&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Luteolina
https://es.wikipedia.org/wiki/Genista_tinctoria
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Flavonoles&action=edit&redlink=1

muchas fagaceas (Quercus sp.); la miricetina, presente en la uva; y el kaempferol,
presente en las inflorescencias y las protege de la luz ultravioleta. La fisetina es un

flavonol que se extrae de la planta del género Amphipterygium.

OH
@)

Figura 11. 3-hidroxiflavona, estructura base de los flavonoles.

La técnica colorimétrica del cloruro de aluminio es una técnica para cuantificar los
flavonoides totales de una muestra que contenga mayoritariamente flavonas y
flavonoles. El principio del método colorimétrico del cloruro de aluminio es que este
compuesto forma complejos acidos estables con el grupo ceto C4 y el grupo hidroxilo
C3 0 C5 de flavonas o flavonoles. Ademas el cloruro de aluminio forma complejos labiles
con los grupos ortodihidroxilos en el anillo A o B de los flavonoides (Figura 12) (Chang,
Yang y Wen, 2002)

/ OH
OH gy Bl
I OH \ o
C ‘ ‘ |
_— _—
OH 0 | oL 2
Als 0 o HCI Al
\AI/ a” S

Figura 12. Reaccion de quelacion del ion Als* con flavonoides
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2.6. Secado por aspersion

El secado por aspersion se define como el proceso mediante el cual se convierte un
producto o alimentacién de un estado liquido inicial a otro pulverizado. De forma casi
instantanea se obtiene un sdélido seco utilizando generalmente aire caliente como medio
de suministro del calor necesario para el secado. El secado por aspersion produce,
dependiendo de la materia prima y de las condiciones de funcionamiento, un polvo muy

fino (10-50 um) o particulas de gran tamafio (2-3 mm) (Masters, 1991).

La pulverizacién produce una niebla que entra en contacto con el aire caliente. El objetivo
principal del secado por aspersion es crear la maxima superficie posible para la
evaporacion con un tamafio de gota lo mas homogéneo posible. Los tiempos de

residencia en el secado por aspersion varian de 5 a 100 segundos (Masters, 1991).

Todo este proceso se lleva a cabo en una camara de secado que tiene forma cilindrica
y cuenta con un cono en su parte inferior. La idea es que se pueda retirar el polvo
obtenido en este proceso por efecto de la gravedad, a través del cono de la cAmara de
secado. El aire caliente se enfria 'y es expulsado por un tubo de salida que se encuentra
justo en medio de la camara de secado. En algunos casos, el aire caliente recibe un
tratamiento después de ser utilizado para que vuelva a estar en condiciones de ser

expulsado al ambiente.
Los polvos se depositan en la parte inferior del cono, en donde son recuperados.

Entre los alimentos que son tratados con secado por aspersion se encuentran:
e Ovoproductos
e Café
° Té
e Concentrados de frutas
e Sueros
e Papillas

e Mezclas para helados
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Extractos de carne

Proteinas comestibles

Mantequilla

Queso.

El sistema de secado por aspersién (Figura 13) tiene cinco elementos béasicos
(Anandharamakrishnan y Ishwarya, 2015):

Calentador de aire
Camara de secado
Dispositivo para dispersar el material a secar,

Bomba para impulsar el liquido hacia la caAmara de secado

ok~ 0N PF

Sistema de recoleccién de las particulas secas en el aire.

El aire de secado puede ser calentado directa (por gas o electricidad) e indirectamente
(por medio de vapor, gas o aceite caliente). Los calentadores de aire eléctricos son
comunes en secadores para laboratorio y planta piloto. El fluido se alimenta mediante
bombas que aumentan la energia mecéanica del fluido para incrementar su velocidad,
presion o la altura del fluido. La bomba peristéltica es un tipo de bomba utilizada en el
secador por aspersion piloto, la cual consta de tuberia flexible y rodillos externos para
impulsar el fluido. El rango de bombear fluidos es casi ilimitado por la gran variedad de

materiales que existen para la tuberia.

La funcion de la cAmara de secado es asegurar que las gotas puedan secarse con el
flujo de gas caliente y para suministrar un tiempo de residencia suficiente para evaporar
la humedad. El tiempo de residencia puede ser calculado, en primera instancia,
dividiendo el volumen de la camara por el caudal total de aire. Es de particular
importancia que las gotas no choquen contra las paredes de la camara cuando todavia
estdn humedas. La eleccion del tipo de atomizador depende de la naturaleza y la
viscosidad del liquido a alimentar y las caracteristicas deseadas del producto seco.

28
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Y=

Camara de
secado

Producto

Figura 13. Diagrama de un secador por aspersion.(Hurtado y German, 2003)

Ventajas de usar secado por aspersion

A continuacion se enlistan las principales ventajas de utilizar el proceso de secado por

aspersion:

e Control de los parametros de calidad del producto asi como especificaciones
concretas.

e El secado por aspersion ofrece la ventaja de un secado rapido para productos
sensibles al calor, un tamafo y densidad de la particula de producto que son
controlables dentro de ciertos limites y costos relativamente bajos de operacion,
en especial en el caso de secadores de gran capacidad en comparacién con los
secadores por liofilizacion.

¢ Los alimentos sensibles al calor, productos bioldgicos y farmacéuticos se pueden

secar a presion atmosférica y a bajas temperaturas.

29



El secado por atomizacion permite la produccion de grandes cantidades en la

operacion continua y con un equipo relativamente simple.

El producto entra en contacto con las superficies del equipo en condiciones
anhidras, simplificando asi los problemas de la corrosién y de seleccion de

materiales costoso en la construccion del equipo.

Produce particulas relativamente uniformes, esféricas y con casi la misma

proporcién de compuestos que en la alimentacion liquida.

Puesto que la temperatura de funcionamiento del gas puede extenderse de 150 a
600 °C, la eficacia es comparable a la de otros tipos de secadores directos.
e Existe una gran flexibilidad en el disefio de secadores, pudiéndose manejar:

a) Soluciones organicas,

b) Sustancias explosivas con el aire,

c) Materiales téxicos,

d) Materiales de manejo higiénico.

Desventajas de usar el secado por aspersion
¢ Altos requerimientos de energia.
e La entrada del producto al secador debe ser liquida y/o con capacidad para ser
bombeada.
¢ El vapor agotado que deja el secador generalmente debe ser filtrado para prevenir

pérdidas de producto y contaminacion de la atmosfera.

Variables a tomar en consideracioén

Propiedades fisicas del material:
e Contenido de humedad del material.
e Composicién y tamafio de los solidos en suspension.
¢ Viscosidad, aditivos.

e Densidad, concentracion
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Parametros de la operacion:
¢ Velocidad de alimentacion.
¢ Flujo de aire de secado.
e Temperatura del aire.

¢ Velocidad de rotacion de disco o presion en la boquilla dispersora.

2.6.1. Etapas y elementos de un sistema de secado por aspersion

El secado por aspersién consiste en cuatro etapas (Masters, 1985):
1) Atomizacién de la solucion

2) Contacto aire caliente-gota

3) Evaporacion del agua

4) Recuperacion del producto.

1) Atomizacion de la solucién. La atomizacion de liquidos en pequefias gotas puede
llevarse a cabo por la presion o energia centrifuga. El objetivo de esta etapa es crear
una superficie méxima posible de transferencia de calor entre el aire seco y el liquido
con el fin de lograr la evaporacion y optimizar la transferencia de masa. Cuanto mas
pequefias sean las gotas, mayor la superficie y mas facil la evaporacién y
consecuentemente una mayor eficiencia térmica. Con respecto al secado, lo ideal es
que todas las gotitas atomizadas fueran de un tamafio uniforme, lo cual significaria que
el tiempo de secado seria el mismo para todas ellas; sin embargo, todavia no se ha
logrado disefiar un atomizador que produzca una pulverizacion completamente

homogénea.

Atomizador de disco rotatorio: Consiste de un disco que gira en el extremo de un eje,
el liquido alimentado se introduce cerca del eje de rotacion, siendo acelerado hasta la
velocidad horizontal de la periferia de la cabeza desde donde es lanzado en forma de
rocio al interior de la camara de desecacion (Figura 14). Los atomizadores rotatorios

son utilizados para formar gotas de un tamafio promedio de 20 - 150 um. Las
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caracteristicas de la gota pueden variarse, modificando la velocidad del disco, en donde,
a velocidad mayor, disminuye el tamafio de la gota y disminuyendo la velocidad,
aumenta el tamafio de la misma. Silo que se varia es el flujo de alimentacion, entonces
obtendremos, a mayor velocidad, mayor tamafio de la gota, y a menor velocidad, menor
tamafo de gota. El tamafio de la gota es directamente proporcional a la velocidad de
alimentacion, e inversamente proporcional a la velocidad de aspersion y al diametro del
disco Los atomizadores rotatorios, atomizan los liquidos esparciéndolos en forma de
capas delgadas las cuales se descargan a alta velocidad desde la periferia de un disco

especialmente disefiado que gira con gran rapidez la velocidad (Masters, 1991).

El grado de atomizacion también depende de la viscosidad y tension superficial del fluido
alimentado. Este atomizador es el mas frecuentemente seleccionado por la versatilidad

en su uso.
Resumiendo las caracteristicas de este tipo de atomizador tenemos que:

1) Es facil el control del tamafio de particula.
2) Maneja grandes areas de flujo.

Pipeta para aire comprimido Pipeta para alimentacién
\«\ — //i/
Turbina

Eje

Figura 14. Aépersor de disco rotatorio (Hurtado y German, 2003)

32



3) Se requiere un atomizador sencillo tanto para grandes como para pequefas
capacidades.

4) Manejo de soluciones y pastas.

5) Talla de particula virtualmente independiente de la velocidad de la alimentacion.

6) Capacidad independiente de la presion de alimentacion.

7) Particulas de gran talla solo en camaras de diametro grande.

8) Forma un sistema de baja presion.

9) Particulas de talla fina-mediana, de tamafio medio hasta 200 pm.

10) Tendencia a formar depdsitos en paredes a nivel del disco.

Este tipo de atomizador es capaz de asperjar soluciones "gruesas” de
materiales alimenticios que serian imposibles de asperjar en un atomizador de

presion.

Durante la atomizacion centrifuga, el aire alrededor del disco aspersor es atrapado
en las gotas atomizadas. Un gran porcentaje de este aire permanece en la gota

después de que la atomizacion se completa y ello afecta el proceso de secado.
La formacién de vacios en el polvo seco puede ser reducido por:

a) Incremento de soélidos en la alimentacion (una alta alimentacion de sélidos
produce gotas con muy pocos espacios vacios).

b) Alta presion de atomizacion, eliminacion del aire en el proceso de atomizacion.

c) Secado de dos etapas (secado mas leve a bajas temperaturas).

d) Eliminacion del aire encapsulado por sustitucién de un gas condensable (vapor).
En adicion a la produccion de un polvo con alta densidad de bulbo, la reduccién de

la superficie a la exposicion al aire podra en muchos casos reducir la oxidacion del

producto, extendiendo con ello su vida de anaquel (Masters, 1991).
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2) Contacto aire caliente-gota. La forma en la cual la gota contacta con el aire
caliente es un factor importante en la eleccion del secador, ya que de ello dependen
las propiedades del producto, debido a la influencia que tiene el comportamiento de
las gotas durante el secado. El contacto aire caliente-gota, esta determinado par la

posicion del atomizador en relacion a la entrada del aire.

Existen tres formas basicas de contacto del aire caliente con la gota de acuerdo con
la posicion del atomizador en comparacion con el distribuidor de aire caliente,
(Masters, 1985): flujo en paralelo o concurrente, flujo en contracorriente y mixto. En
el flujo paralelo, el liquido es atomizado en la misma direccion que el flujo de aire
caliente a través del equipo, la temperatura de entrada del aire caliente puede ser
entre 150 y 220 °C, la evaporacion se produce de forma instantanea y el producto
seco se expondra a temperaturas moderadas (50-80 °C), lo cual limita las
degradaciones térmicas, por ello este tipo de arreglo es recomendado para secar
productos sensibles al calor (Figura 15).

Flujo de Flujo de
alimentacion alimentacion

NN s

i}
LY

[
Salida de aire

Atomizador Atomizador

\\»,

fFriv: s 71V ™

INERRAA IEEBRRAA

rrop MY \II|\\?
PR | . 1

Flujo de aire
N N/
v
Salida de aire Salida de
y producto producto
Secador de flujo concurrente Secador de flujo en contra corriente

Figura 15. Tipos de arreglos gota-aire caliente.
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Otro tipo de arreglo para poner en contacto al rocio y al aire secante, es el llamado
a contracorriente. Consiste en hacer pasar el aire secante y el rocio en los
extremos opuestos del secador. En este arreglo, existe mayor aprovechamiento del
calor, habiendo mas exposicion del producto al calor y por lo tanto se utiliza para

productos no sensibles al mismo (Figura 15).

3) Evaporacion del agua. La velocidad de evaporacion se lleva a cabo en dos
periodos (Treyball, 1996): periodo de velocidad constante y periodo de velocidad
decreciente. En el periodo de velocidad constante la difusion de humedad desde
dentro de las gotas permite tener la superficie saturada de liquido, el tamafio de la
gota disminuye y la temperatura de la superficie permanece constante; la

temperatura del aire de secado desciende a medida que gana humedad.

En el periodo de velocidad decreciente la velocidad de migracion de la humedad a
la superficie no es suficiente para mantenerla saturada, en este momento aparecen
areas secas sobre la superficie, alcanzandose el punto critico de humedad en
donde la gota ya no puede contraerse mas en volumen y su temperatura empieza
a ascender; en este punto el aire de secado llega a la temperatura critica y a una
humedad critica, su temperatura sigue disminuyendo hasta fijada por el final del
proceso aumentando su humedad. La velocidad y el tiempo requerido de secado
son dependientes de la temperatura del aire de secado, el coeficiente de
transferencia de calor y el didmetro de la gota a secar. La curva de velocidad de
secado se muestra en la Figura 16 y los principales cambios cualitativos en el

secado de una gota asperjada se presentan en la Figura 17.

La diferencia entre el secado por aspersion y otros métodos de secado es que una
gran cantidad de agua se evapora durante el periodo de velocidad constante
cuando la humedad del alimento es grande. Durante este periodo la evaporacion
de agua del alimento ocurre de la misma manera que si se tratara de la evaporacion

de una gota de agua pura.
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Figura 16. Curva de velocidad de secado.(Treyball, 1996)
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Etapa
Figura 17. Principales cambios cualitativos en el secado de una gota asperjada (Grajales,

1996).

La transferencia simultanea de calor y masa ocurre de la forma siguiente: el calor
para la evaporacion del agua se transfiere por conduccion y conveccion desde el
aire caliente hasta la superficie de la gota. El vapor de agua resultante de la

evaporacion se transfiere por difusion del centro de la gota a la superficie y por
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conveccion de la superficie de la gota a la corriente de aire. La rapidez con la cual
ocurre este proceso es funcién de varios factores (Masters, 1991):

e Temperatura y humedad del aire
¢ Propiedades de transporte del aire
e Diametro y temperatura de la gota

¢ Velocidad relativa y naturaleza de los sélidos en la gota liquida

Recuperacion del producto. La separacion del producto se puede realizar primero
en la base de la cdmara de secado (separacién primaria), seguida de la
recuperacion de finos (separacién secundaria), que puede estar constituido por
ciclones, filtros bolsa, precipitadores electrostaticos o filtros humedos. Los
separadores ciclénicos son los mas empleados para la separacion y recoleccion de
polvos, por ser de bajo costo, eficientes y de facil limpieza. En estos el aire cargado
de polvo entra en forma tangencial a una cémara cilindrico-cénica girando
rapidamente y sale por la parte central superior. El producto seco, debido a su
inercia, tiende a moverse hacia la pared exterior del separador donde contintda

hasta caer en un receptor (Puri, Sharma y Tiwari, 2011).

2.7. Cromatografia liquida de alta presién (HPLC)

Entre las técnicas cromatograficas cuya fase movil es un liquido, la cromatografia
liquida de alta presiéon (HPLC) es la mas utilizada. Esta técnica deriva de una
evolucion de la cromatografia preparativa en columna, en la que la cromatografia
se realizaba en columnas de vidrio con didametros de 1 a 5 cm y longitudes de 50 a
500 cm. Para que el flujo de fase mévil fuese razonablemente rapido las particulas
de fase estacionaria debian ser de gran diametro (150-200 um), lo que se traducia
en una separacion poco eficaz y, a pesar de todo, lenta. Para aumentar la eficacia
de la separacion y asi incrementar la resolucion era necesario emplear fases
estacionarias con tamafio de particula mucho menor (entre 2 y 5 um), ya que la
difusién de los solutos entre las fases mévil y estacionaria se hace mas rapida. Pero
ello implica la necesidad de impulsar la fase movil con un sistema de alta presion,

nace asi la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Ayora, 2005).
37



Cromatografia de particion.

Se trata probablemente del tipo més usado de cromatografia liquida de alta presion.
En ella se considera tanto el uso de fases liquidas retenidas sobre un soporte solido
como el de fases enlazadas unidas quimicamente al soporte solido. La separacion
de los solutos se basa en la diferente solubilidad entre las fases movil y estacionaria.
En general la fase estacionaria debe tener polaridad semejante a la de los analitos
y la fase movil se escoge de diferente polaridad (aunque no tan diferente que el
tiempo de retencion sea excesivamente largo). Suele hablarse de dos tipos de

cromatografia de particion:

Cromatografia en fase normal: emplea fases estacionarias polares y la mévil es

poco polar (Ayora, 2005).

Cromatografia en fase inversa: la fase estacionaria es apolar y la fase movil polar.
En ella los compuestos polares son eluidos mas rapido que los apolares, al

contrario que en cromatografia en fase normal. Actualmente es la mas utilizada.

La fase estacionaria mas usada es gel de silice (polar) modificado para variar sus

caracteristicas, reteniendo liquidos o fases enlazadas de diferente polaridad.

Una vez fijada la fase estacionaria las caracteristicas de la fase movil son el factor
clave de la separacion cromatografica. Las fases moviles se caracterizan por su
capacidad de desplazamiento y selectividad. En fase normal los disolventes polares
eluyen mas rapidamente (tienen mayor capacidad de desplazamiento) mientras que
en fase inversa es al revés. La selectividad se basa en las interacciones especificas
entre el soluto y la fase movil. Puede emplearse elucion isocratica o en gradiente.
La aplicacion tipica de la cromatografia de reparto es la separacién y determinacion

de compuestos organicos (Ayora, 2005).
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[ll. Materiales y métodos

3.1. Materia prima

Las hojas frescas de Stevia rebaudiana Bertoni (Figura 18) que se utilizaron son de
la variedad Morita Il y fueron colectadas en plantaciones ubicadas en las
comunidades de la region de la costa del estado de Oaxaca. Se emplearon dos
lotes, el primero (Lote 1) proviene de la comunidad de Santiago Tapextla (latitud:16°
19" y longitu:98° 23") y fue cosechado en marzo de 2017 a las 6:00 pm; el segundo
lote proviene de la comunidad El Arenal (latitud:15° 71" y longitud:96° 257) y fue
cosechada en julio de 2017 a las 9:00 am.

El material fresco se recibio y se peso, después se extendié sobre una superficie
plana y se cubrié con pafios hiumedos, inmediatamente después se inicié con la

preparacion del extracto acuoso.

Figura 18. Hojas frescas de stevia.

3.2. Preparacién del extracto acuoso.

En el presente trabajo se aplico la extraccion acuosa y se evaluo el efecto de la
molienda de las hojas sobre la efectividad en la extraccion de los glucosidos de

esteviol (Figura 18).
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Deshojar las ramas de stevia

Pesar las hojas

Lavar y desinfectar las hojas
(0.05% hipoclorito de sodio p/v)

Agregar a las hojas: agua a 80
°C en proporcion de 1:5 (g/ml)

Someter el extracto a bafo
ultrasénico por 30 min (25 °C)

Macerar (48 hrs) (25 °C)

Moler finamente (licuadora)

Filtrar en malla 100 (0.149 mm)

Deshojar las ramas de stevia

Pesar las hojas

Lavar y desinfectar las hojas
(0.05% hipoclorito de sodio p/v)

Agregar a las hojas: agua a 80
°C en proporcion de 1:5 (g/ml)

Molienda (licuadora)

Someter el extracto a bafo
ultrasénico por 30 min (25 °C)

Macerar (48 hrs) (25 °C)
Moler finamente (licuadora)

Filtrar en malla 100 (0.149 mm)

Figura 19. Metodologia de la extracciéon acuosa.



3.3.Grados Brix

Los °Brix representan los azucares solubles presentes en el extracto acuoso, se
midieron con un refractbmetro manual con compensacion de temperatura
(Westover, modelo RHB-32 ATC). Se coloco una gota del extracto acuoso de stevia
sobre el prisma del refractémetro, luego se direcciona hacia un punto iluminado
para hacer incidir la luz natural y se registré el valor indicado en la escala, las

mediciones se realizaron por triplicado.

3.4.Determinacion de pH

El pH del extracto acuoso de hojas frescas de stevia se determiné por el método
981.12 de la A.O.A.C. (1990) empleando un potenciémetro digital (Orion, modelo
420 A), calibrandolo antes de realizar las mediciones, usando soluciones buffer de
calibracion de pH 4 y pH 7, el electrodo se sumergio en el extracto, cubriendo
totalmente el sensor y se tomo la lectura en la pantalla, posteriormente el electrodo
fue retirado y enjuagado con agua destilada. Las mediciones se realizaron por
triplicado.

3.5.S06lidos totales

Los soélidos totales se midieron de acuerdo a la norma mexicana (NMX-F-510-1998)
para soélidos totales en leche. Una muestra de 2 ml del extracto acuoso se aplicé en

una capsula con cama de gasa a peso constante.

Los solidos totales St (g/l) se calcularon de acuerdo a la siguiente ecuacion:
P, — P
Sr = [—2 - 1] 1000 @

Donde P, es la masa de la capsula con residuo seco en g, P; es la masa de la

capsula con la cama de gasa en g, V es el volumen la muestra en ml.
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3.6.Secado por aspersion

El secado por aspersion del extracto acuoso de stevia, se realiz6 en un equipo
escala piloto, NIRO Mobile Minor atomizer con atomizador rotatorio (SL24-
50/M02/B) que trabaja en flujo en paralelo (Figura 20), con las especificaciones
indicadas en el Cuadro 3. La velocidad de atomizacion del disco rotatorio fue fijada
a 23,000 rpm y el flujo de aire de secado a 80 + 2 kg/h. Se us6 agua destilada a

temperatura ambiente para el arranque y parada del secador.

A: Alimentacion :

SR | B: Dispersor de aire |
: :: ::I:::e:: | C: Aspersor rotatorio

s - D: Tubos de interconexion

| E:Vélvula de aire |

- F: Ciclon :

¢ | G: Frasco colector de polvos |

| H: Panel de instrumentacion I

Figura 20. Secador por aspersion a escala piloto NIRO®, Mobile Minor.
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Cuadro 3. Especificaciones del secador por aspersion Niro-atomizer.

Tipo de secador

Mobile Minor, modelo basico

Camara

Diametro: 800 x 620 mm/cono 60°, camara interna de
lamina de AISI 316, revestimiento de acero dulce

pintado. Volumen de 1.10 m3

Sistema de escape

Diametro del Ciclon 140 CHE

Opcidn: filtro de cartucho

Calentamiento

Calentador eléctrico, 7.5 kW

Temperatura maxima de entrada de 350 °C

Equipo de atomizacion

Atomizador rotatorio con impulso neumético de 4.6 cm
de diametro, de 24 orificios rectangulares de 0.5cm X
0.2cm

Colector de polvos

Unico punto en el marco del ciclon

Bomba Peristéltica, de control infinitamente variable, local.
Consumo de potencia: 0.1 kW
Ventilador Ventilador de escape

Motor de ventilador: 0.25 kW / 2900 rpm

Caudal del aire de secado
con temperatura de aire a la
entrada de 200°C

80 kg/h

Temperaturas maximas de

operacién

Aire a la entrada 350°C (662°F)
Aire de salida 120°C (248°F)

Capacidad de secado

Entre 1-7 kg de agua evaporada/h dependiendo de los
parametros elegidos

Requerimientos de espacio

800 x 25 x 2200 mm

Peso

280 kg
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3.7.Rendimiento

El rendimiento de los polvos obtenidos se determiné de acuerdo a la siguiente

relacion:

y = (PVy — PV;) — (Xpn)(PV, — PV;)

1 (3)
V.S, 00

Donde PV, es el peso del vaso vacio + el peso de los polvos en g, PV; es el peso
del vaso en g, S; son sdlidos totales en g/l, V, es el volumen alimentado de extracto
de stevia en |, X};, es el contenido de humedad del polvo en base himeda, y es el

rendimiento de polvos en % base peso seco.

El peso del vaso con la muestra (PV,) se midi6 después de que permanecié al
menos 10 minutos en un desecador hasta que la muestra alcanzara la temperatura

ambiente.

3.8.Contenido de humedad

El contenido de humedad se determind con la técnica de secado en estufa 934.01

(A.O.A.C., 1984) aplicando la siguiente formula:

P —P
%CHbs — humedo ~I'seco (4)
seco

Donde: Pyymedo €S €l peso inicial de la muestra, P, ., es el peso de la muestra

después de que ha perdido toda el agua.
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3.9. Anélisis HPLC

El estevidsido y rebaudidsido A se cuantificaron en un cromatégrafo de liquidos de
alta resolucion (HPLC) de la marca Perkin-Elmer modelo Flexar con bomba
cuaternaria y detector UV utilizando el software Chromera version 4.1.16396 (Figura
21):

Figura 21. Cromatografo HPLC Perkin-Elmer.

Muchas técnicas han sido utilizadas para cuantificar la concentracion de glucésidos
en la stevia, sin embargo el método recomendado por la JECFA (Comité Mixto
FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios) es el de HPLC.

Se aplicé el método modificado propuesto por Aranda-Gonzélez et al. (2015) para
la determinacién de esteviésido y rebaudidsido A en las hojas de Stevia rebaudiana

Bertoni que se cultiva en México:

e Método isocratico
e Columna C18 (250 mm x 4.6 mm, 5 pm)
e Detector UV fijado a 210 nm

e Fase movil: 35:65 (v/v) mezcla de acetonitrilo y agua
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e Flujo: 0.9 ml/min
e Estdndares de estevidsido y rebaudiosido A (50956 y 01432 Sigma-Aldrich)

Las muestras de polvo seco se realizaron de la siguiente manera: a 0.5 g de muestra
se le adicionaron 5 ml de agua a 100 °C y el extracto se sometié a 30 min de bafio
ultrasénico, y posteriormente a 10 minutos en centrifugacion a 2080 rpm,
recuperando el sobrenadante y agregando 5 ml mas de agua a 100 °C y repitiendo
todo el procedimiento tres veces. Las hojas frescas se muelen y se sigue el mismo
procedimiento de extraccidn que en las muestras de polvo seco. Las fases acuosas
se transfirieron a un matraz volumeétrico de 25 ml. Todas las muestras se filtraron en

filtros de membrana de PVDF de 0.45 um antes de ser inyectadas al HPLC.

La cuantificacion se llevé a cabo mediante una curva de calibracion que se obtuvo
con las disoluciones de los estandares (Anexo 1. a y b). Para verificar la presencia
de los esteviésidos siempre se inyectaron los estandares antes de cada lote de
muestras. Se determiné el peso seco de las muestras, con base en su respectivo
contenido de humedad y ese peso seco fue utilizado para realizar el calculo en base
de hojas secas. Los resultados se reportan en mg de glucésido de esteviol por
gramo de hoja seca (mg/g hs). El célculo del contenido de glucdésidos de esteviol se

realiz6 conforme a la ecuacion (5).

bm X by (5)

Donde C,, es la concentracién de la muestra en mg/ml, V; es el volumen de la
solucion usado para la extraccion en ml, M, es el peso seco de las hojas con base
en su respectivo contenido de humedad en g hs y FD es el factor de dilucion es

adimensional.
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3.10.Determinacioén del contenido de fenoles totales

El método de Folin-Ciocalteu se utilizd para la determinacion del contenido de
fenoles totales, mediante la metodologia modificada de Periche et al. (2015). Se
realizé una dilucion de 1:1 v/v de reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich) con agua
destilada, cuidando siempre de no exponer el reactivo a la luz. A 0.1 g de polvo seco
se le adicionaron 5 ml de metanol acidificado y el extracto se someti6é a 15 min de
bafio ultrasénico, y posteriormente a 15 min en centrifugacion a 2080 rpm,
recuperando el sobrenadante y agregando 5 ml mas de metanol acidificado y

repitiendo todo el procedimiento hasta obtener una solucion incolora.

La cuantificacion se realizé por medio de una curva estandar de 4cido galico (Anexo
1. ¢), la solucién de &cido galico (solucion madre) se preparé pesando 12 mg de
acido galico y se afor6 con agua a 100 ml, en ambiente oscuro. En tubos de ensayo
ambar, o en su defecto forrados en papel aluminio; se hicieron diluciones de acido

gélico teniendo un volumen final de 2 ml.

De cada dilucion, preparada, se tomaron 0.2 ml y se agregé 0.2 ml de Folin-
Ciocalteu y se agité en vortex. Después se afiadieron 2 ml de Na2COs al 7% (p/v),
se agito y agregaron 2.6 ml de agua. Se incubd por una hora. La absorbancia fue
medida a 750 nm en un espectrofotometro UV-visible (GBC Cintra 4040) utilizando
como blanco una solucion 1:1:1 (v/viv) de carbonato de sodio Na:COs: agua:
metanol acidificado al 1% (v/v) con &cido clorhidrico. Los resultados se reportaron
en mg de acido galico equivalente/ g de hoja seca (mg GAE/ g hs). Se determing el
peso seco de las muestras y éste fue utilizado para realizar el célculo en base de
hojas secas. El célculo del contenido de fenoles se realiz6 conforme a la ecuacién

(5).

Cm X Vg

(5)
M, X FD

Donde C,, es la concentracién de la muestra en mg/ml, V; es el volumen de la

solucion usado para la extraccion en ml, M, es el peso seco de las hojas con base
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en su respectivo contenido de humedad en g hs y FD es el factor de dilucion es

adimensional.

3.11.Determinacién de la capacidad antioxidante

El método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) desarrollado por Brand-Williams,
Cuvelier and Berset (1995) se empled para la determinacion de la capacidad
antioxidante. Los polvos de secado se extrajeron con metanol al 80%, a 0.1 g de
polvo se adicionaron 5 ml de de metanol al 80% y el extracto se sometié a 15 min
de bafio ultrasonico, y posteriormente a 15 min en centrifugacién a 2080 rpm,
recuperando el sobrenadante y agregando 5 ml mas de metanol al 80% y repitiendo
todo el procedimiento hasta obtener una solucién incolora. El reactivo de DPPH se
prepar6 pesando 3.9 mg de DPPH, se aforé a 100 ml con MeOH al 80%, y se llevo
al bafio ultrasénico durante 10 minutos, se agit6 vigorosamente. Es importante evitar

en todo momento el contacto con la luz.

La curva de calibracién se realizé con acido ascorbico (Anexo 1. e), para hacer la
solucién madre se pesaron 25 mg de acido ascorbico y se aforé a 100 ml con MeOH
al 80%. Las soluciones stock, se realizaron en diferentes concentraciones
establecidas para obtener un volumen final de 2 ml. En oscuridad total, en tubos por
triplicado se agregaron 100 ul de las soluciones stock, 2.9 ml de reactivo DPPH
preparado, y se dejé reposar por 30 min contando a partir de la primera muestra a
la que se le agregé DPPH.

Las muestras se midieron en un espectrofotdmetro UV-visible (GBC Cintra 4040) a
517 nm usando como blanco MeOH al 80%. Los resultados se reportaron como %

de inhibicién (%l) con la siguiente férmula (Shukla, Mehta y Menta, 2012):

%l = — 1100 (6)

Donde A es la absorbancia del blanco y A; es la absorbancia de la muestra.
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3.12. Determinacion de flavonoides totales

El método colorimétrico descrito por Chia-Chi Chang et al. (2002) se emple6 para la
determinacion de flavonoides. Las muestras de secado se extrajeron a partir de 0.1
g de polvo seco se le adicionaron 5 ml de metanol al 80% y el extracto se sometio
a 15 min de bafio ultrasoénico, y posteriormente a 15 min en centrifugacion a 2080
rpm, recuperando el sobrenadante y agregando 5ml mas de metanol al 80% y
repitiendo todo el procedimiento hasta obtener una solucion incolora.

Se mezclo en tubos de ensayo, 1 ml de la muestra, 4 ml de agua y 0.30 ml de una
solucién de nitrito de sodio NaNO: al 5%, se agitaron los tubos. Después de 6 min,
se agregaron 0.30 ml de solucién de cloruro de aluminio AICIz al 10% y 2 ml de
hidréxido de sodio 1 M, se agitd nuevamente, se dejoé reposar por 5 minutos,
finalmente se adicionaron 2 ml de agua destilada y se midié la absorbancia a 510
nm en espectrofotometro UV-visible (GBC Cintra 4040), el blanco que se utilizé se
prepard siguiendo los pasos de la solucién antes mencionada pero sin agregar el

cloruro de aluminio.

La curva de calibracion se realizé con reactivo estandar de quercetina (Sigma—
Aldrich, Germany) (Anexo 1. d). Para preparar la solucion madre para la curva, se
pesaron 0.0025 g de quercetina y se disolvieron en 25 ml de MeOH al 80%,
cuidando en todo momento que no tuviera contacto con la luz. Los resultados se
expresan como mg de quercetina equivalente/ g de hoja seca (mg QE/g hs). Se
determind el peso seco de las muestras y éste fue utilizado para realizar el calculo
en base de hojas secas. El calculo del contenido de flavonoides se realiz6 conforme

a la ecuacion (5).

> X FD (5)

Donde C,, es la concentracion de la muestra en mg/ml, V; es el volumen de la
solucion usado para la extraccion en ml, M, es el peso seco de las hojas con base
en su respectivo contenido de humedad en g hs y FD es el factor de dilucion es

adimensional.
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3.13.Determinacion de azlcares reductores

La determinacion se realizé con el método colorimétrico de DNS (3,5-acido
dinitrosalicilico) técnica descrita por Miller (Miller, 1959), las muestras de polvo seco
se realizaron de la siguiente manera: a 0.5 g de muestra se le adicionaron 5 ml de
agua a 100 °C y el extracto se sometio a 30 min de bafo ultrasonico, y
posteriormente a 10 minutos en centrifugacion a 2080 rpm, recuperando el
sobrenadante y agregando 5 ml mas de agua a 100 °C y repitiendo todo el
procedimiento tres veces. Las hojas frescas se muelen y se sigue el mismo
procedimiento de extraccidn que en las muestras de polvo seco. Las fases acuosas

se transfirieron a un matraz volumétrico de 25 ml.

La curva de calibracién se realizd con glucosa (Anexo 1. f), se pesaron 275 mg de
glucosa y se aforé a 25 ml con agua destilada, para hacer la solucibn madre. Las
soluciones stock se realizaron con diferentes concentraciones establecidas para
obtener un volumen final de 0.75 ml. Las soluciones stock se agregaron en tubos
por triplicado con 500 ul cada uno y se afladieron 500 ul de reactivo DNS, se llevaron
a bafio Maria por 5 minutos, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se

agregaron 5 ml de agua destilada con previa agitacion.

Las muestras se midieron en espectrofotometro UV-visible (GBC Cintra 4040) a 540
nm usando agua destilada como blanco. Los resultados se reportaron como mg de
glucosa equivalente/ g de hoja seca (mg GlucE/ g hs). Se determiné el peso seco
de las muestras y éste fue utilizado para realizar el calculo en base de hojas secas.

El calculo del contenido de azucares reductores se realiz6 conforme a la ecuacion

(5).

Cm X Vg

(5)
M, X FD

Donde C,, es la concentracion de la muestra en mg/ml, V; es el volumen de la
solucion usado para la extraccion en ml, M, es el peso seco de las hojas con base
en su respectivo contenido de humedad en g hs y FD es el factor de dilucion es

adimensional.
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3.14.Disefo experimental

En esta investigacion se utilizd un disefio de bloques utilizando un analisis de
varianza (ANOVA) (Cuadro 4) con una significancia de a=0.05 evaluando los
factores de temperatura del aire de entrada, flujo de alimentacion y los lotes como
2 bloques (lote 1y lote 2) ya que este disefio permite determinar como afectan los
factores principales (temperatura del aire de entrada y flujo de alimentacién) en las
variables respuesta de interés que son: contenido de humedad, rendimiento,
contenido de glucésidos y capacidad antioxidante (contenido fendlico total,

contenido de flavonoides, DPPH).

El factor Lote lo bloqueamos para eliminar estadisticamente la influencia de este
factor que no podemos controlar y poder reducir con ello la variabilidad no explicada

en nuestras variables de interés.

El aumento de las corridas centrales se hace para conocer la curvatura del proceso
y determinar mejor el error experimental (Montgomery, 2004). El orden de ejecucion
de los tratamientos experimentales, fue de manera aleatoria, con el fin de evitar

efectos de factores externos. Cada tratamiento se realiz6 por triplicado.

Cuadro 4. Disefio de bloques con tres puntos centrales.

Blogues Tin °C FA (kg/h)
Lote 1 160 2
Lote 2 160 3

200 2
200 3
180* 2.5*
180* 2.5*
180* 2.5*

*corridas centrales

Para visualizar el efecto de las condiciones de proceso (temperatura del aire de
entrada y flujo de alimentacién) sobre las variables de interés, se analizaron las

superficies de respuesta generadas por el andlisis de varianza.
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IV. Resultados y discusién

4.1.Métodos de extracciéon con relacion al contenido de glucésidos de esteviol

en los extractos.

La molienda de las hojas de stevia dio como resultado un 73% mas de rebaudiosido
Ay 96% més de estevidsido en comparacion con la extraccion sin molienda de
hojas. En el Cuadro 5 se presenta la concentracion promedio de esteviosido y
rebaudidsido A en las extracciones que se hicieron por triplicado con y sin molienda
de las hojas de stevia del lote 1 y 2. Todos los extractos tuvieron un pH de 5.6y 3
°Brix. El contenido de estevidsido y rebaudiésido A del extracto de las hojas molidas

fue mayor que sin molienda.

El lote 1 y 2 dieron valores similares de glucésidos, el lote 3 dio valores mayores
que los lotes 1y 2. Los datos obtenidos en esta experimentacion y en otros estudios
como el de Yildiz-Ozturk et al. (2015), Orozco, Cardona Ayala y Fernandez Herrera,
(2012) evidencian que el origen y la ubicacion del crecimiento de la planta tienen un

impacto significativo en el contenido de glucésidos de esteviol de la planta.

La molienda de las hojas permite aumentar la superficie de contacto durante la
extraccion lo que ayuda a la penetracién del agua en el tejido vegetal de las hojas
de stevia, la extraccion en la hoja entera probablemente haya sido ineficiente debido
a la pobre penetracion del agua en el tejido vegetal porque las membranas celulares
actian como barreras que dificultan el proceso de extraccion, en cambio al moler
las hojas las membranas celulares se encuentran parcialmente destruidas lo que

ayuda a que el proceso de extraccion sea eficiente (Bruneton, 2001).
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Cuadro 5. Contenido promedio de estevidsido y rebaudiosido A en los extractos.

Extracto sin molienda de hojas

Extracto con molienda de hojas

(mg /g hs) (mg /g hs)

Lote Esteviésido  Rebaudiosido A Estevidsido Rebaudiésido A
1 45.36+1.13 60.05+1.90 94.23+1.12 102.67+0.45
2 47.54+0.35 59.82+1.12 94.79+1.93 103.88+0.52
3 53.39+1.16 56.74+1.07 98.07+1.23 102.81+1.19

Los extractos acuosos con y sin molienda se secaron por aspersion a diferentes

condiciones de operacion (Tin, FA), para evaluar la pérdida de glucésidos de esteviol

en estos. El

Cuadro 6 muestra el contenido de glucésidos de esteviol en los polvos de los

extractos. Los extractos con molienda pierden hasta un 61% de rebaudiésido Ay un

59% de estevidsido, mientras que los extractos sin molienda pierden solo el 24% de

esteviosido y rebaudiésido A.

El método de extraccién sin molienda de la hoja de stevia fue elegido debido a que

requiere menor tiempo de preparacion y con el cual se obtiene una menor pérdida

de glucdsidos de esteviol durante el secado por aspersion del extracto acuoso de

stevia.

Cuadro 6. Comparativo del contenido de glucésidos de esteviol en los polvos de secado.

Secado por aspersion de los extractos:

Condiciones Extraccién sin molienda de Extraccion con molienda de
de secado hojas (mg / g hs) hojas (mg / g hs)
o (kf;h) Lote Esteviésido Rebaudiésido A Esteviésido Rebaudiosido A
130 2 1 43.01+1.05 45.84+1.14 38.25+1.22 40.18+1.00
155 2.5 2 45.94+1.11 50.00+1.29 42.52+1.02 45.70+1.07
180 3 3 40.56%0.72 46.10%+1.13 48.59+1.19 43.97+1.17
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4.2.Secado por aspersion.
4.2.1. Rendimiento

En el Cuadro 7 se muestran los resultados promedio del rendimiento de los lotes 1

y 2 con su respectiva desviacion estandar. El lote no tuvo un efecto significativo.

Cuadro 7. Rendimiento de los polvos de secado.

Tin FA Rendimiento
(°C) (kg/h) %

200 2 86.44 +0.09
200 3 86.21 +0.29
160 2 80.17 %0.25
160 3 79.06 +0.69

El analisis de varianza mostro un efecto significativo, de la temperatura del aire a la

entrada y del flujo de alimentacion (p=0.01).

La temperatura tuvo un efecto positivo en el rendimiento, los mayores rendimientos
se obtuvieron a altas temperaturas (200 °C) y flujos de alimentacion bajos (2 kg/h),
el efecto de la temperatura y flujo de alimentacion en el rendimiento concuerda con
los resultados de Tonon et al. (2008) para el secado de acai (Euterpe oleracea
Mart.) y por Maury et al. (2005) para el secado de trehalosa, Toneli et al. (2006)
para secado por aspersion de inulina también tuvo un aumento en el rendimiento de
los polvos al aumentar la temperatura y disminuir la velocidad de flujo de la bomba
de alimentacién, usualmente, temperaturas de aire de secado mas altas resultan
en un rapido secado (mejor transferencia de masa y calor), causando mayor

rendimiento de polvos en relacion con los solidos totales del extracto.

Las altas temperaturas en el secado por aspersion mejoran la transferencia de calor
y masa, por ello a altas temperaturas se obtuvieron mayores rendimientos en los
polvos de secado, y un aumento en el flujo de alimentacién disminuye el rendimiento
esto podria deberse a que hay un menor calentamiento y transferencia de masa que

se produce cuando se aumenta el flujo de alimentacion.
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Figura 22. Superficie respuesta del efecto de las variables de secado en el rendimiento de
polvos.

Los mayores rendimientos de sélidos se obtuvieron al trabajar en temperaturas de
165-200 °C vy flujos de alimentacion de 1.4-3.6 kg/h, y conforme aumentan o
disminuyen las temperaturas el rendimiento disminuye, los puntos maximos para

este disefio se observan en el punto medio de temperatura y para los diferentes
flujos de alimentacion (180 °C; 2.5-3.6 kg/h).
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4.2.2. Contenido de humedad.

El contenido promedio de humedad de los lotes 1 y 2 con su respectiva desviacion
estandar se muestran en el Cuadro 8. El lote no tuvo un efecto significativo en el

contenido de humedad.

El contenido de humedad varia de 2.36 a 1.50% base seca, el contenido de
humedad aumenta conforme disminuye la temperatura e incrementa el flujo de
alimentacion, sin embargo esta diferencia no resulta significativa (p>0.05); la
temperatura (p=0.20) y el flujo de alimentacion (p=0.11) no tuvieron un efecto

significativo en el contenido de humedad.

El contenido de humedad mas bajo se encuentra en la temperatura mas alta y el
flujo mas bajo, esto se debe a que a mayor temperatura la diferencia entre la
temperatura del aire de secado y las particulas es mayor, por lo que la humedad se
elimina mas rapido; y al disminuir el flujo de alimentacién el tamafio de gotas es mas
pequefio incrementando con ello la superficie de contacto entre el aire de secado y
las particulas, lo que permitié una mayor deshidratacion del producto.

Cuadro 8. Contenido de humedad base seca.

Tin FA Tout Contenido de humedad
(°C) (kg/h) (°C) % bs

200 2 102 1.50 +0.42

200 3 85 1.79 +0.49

160 2 84 1.57 +0.43

160 3 70 2.36 +1.07

4.3.Glucosidos de esteviol.

El contenido promedio de glucésidos de esteviol del lote 1 y 2 con su respectiva
desviacion estandar se muestran en el Cuadro 9. El lote tuvo un efecto significativo

solo en el contenido de rebaudiosido A.
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Cuadro 9. Contenido promedio de estevidsido y rebaudiosido A en el extracto y en los

polvos.
mg mg mg mg
Tin FA esteviosido/ esteviosido/ rebaudidsido rebaudidsido
(°C) (kg/h) g hs g ps Al g hs Al g ps
Extracto
de hojas 42+0.08 61.12+0.05
frescas
200 2 37.76+0.53 108.09+1.82 58.97+0.39 169.63+0.94
200 3 29.84+1.80 85.76+2.24 46.62+1.96 118.54+0.52
160 2 40.54+3.46  125.09+0.62 57.22+0.36 160.89+3.13
160 3 32.94+1.80 94.41+3.31 47.02+3.34 127.14+0.72

El contenido mas alto de rebaudiésido A se obtuvo en la condicion térmica mas alta
a 200 °C y el menor flujo de alimentacion 2 kg/h, mientras que el contenido mas alto
de estevibésido se obtuvo a la menor temperatura y menor flujo de alimentacién 160
°C y 2kg/h; la temperatura (p=0.00) y el flujo de alimentacion (p=0.00) tuvieron un
efecto significativo (a=0.05) tanto para el contenido de esteviésido como para el

contenido de rebaudiésido A

En todos los tratamientos de secado tanto el contenido de esteviésido como el
contenido de rebaudidsido A disminuyeron, esta pérdida de glucésidos de esteviol
posiblemente se deba a que se lleva a cabo una hidrélisis térmica de las moléculas

de glucosas unidas a la molécula de esteviol.

Este comportamiento coincide con los resultados obtenidos por Jooken et al. (2012)
que dan seguimiento a la concentracidén de nueve diferentes glucosidos de esteviol
entre ellos rebaudidsido A y estevidsido expuestos a un calentamiento de 180 °C,
midieron el contenido de glucésidos de esteviol cada 20 minutos donde se observo
un decremento en el estevidsido y rebaudidésido A y este decremento se reflejo en
un aumento de rebaudidsido B y estevidsido B (Jooken et al., 2012). En la Figura
23 se propone cémo se da la hidrdlisis del enlace glucosidico en R1 (Figura 3) en el

estevidsido y en el rebaudidsido A.
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Figura 23. Hidrdlisis del esteviosido y del rebaudiosido A.

Si la hidrélisis se presenta con el rompimiento del enlace glucosidico en el
esteviosido y rebaudiosido A, es posible que la cuantificacion de azlcares
reductores en el material deshidratado sea mayor que en el material que no se
somete a un tratamiento térmico como lo es el secado. El rompimiento del enlace
de la glucosa unida al esteviol en el enlace R1 (Figura 3) lo comprobamos realizando
la cuantificacion de los azUcares reductores tanto en el extracto como en los polvos
obtenidos en las diferentes condiciones de secado, ya que la glucosa es un azucar
reductor, por lo tanto, al disminuir el contenido de esteviésido y rebaudiésido A debe

verse reflejado en un aumento en el contenido de azucares reductores.
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En el Cuadro 10 se presenta el contenido de azucares reductores de la hoja fresca
y la de los polvos obtenidos por secado por aspersion a diferentes condiciones de
operacion. El mayor contenido de azUcares reductores se obtuvo en la condicion de
160 °C y 3 kg/h que es la condicién a la que se obtuvo el menor contenido promedio
de estevidsido y rebaudiosido A, esto podria deberse a que hubo una mayor
cantidad de glucosas libres debido al rompimiento del enlace de glucosa durante la
hidrdlisis.

Cuadro 10. Contenido promedio de azUcares reductores en la stevia fresca y en los
polvos de secado.

AzUcares reductores

Tratamiento Tin (°C) FA (kg/h) mg GlucE/g hs

Fresco 87.87+0.05
160 2 212.76+0.25
160 3 227.02+0.92
200 2 216.06+0.86
200 3 218.55+0.55

GlucE: Glucosa Equivalente

El flujo de alimentacion (p=0.00) tuvo un efecto significativo (a=0.05) sobre el
contenido de estevidsido y rebaudiosido A, esto podria deberse a que a menores
flujos de alimentacion las gotas son de menor tamafio por lo que el secado es mas
rapido y el agua necesaria para la hidrélisis se encuentra disponible menor tiempo
para poder llevar a cabo dicha reaccion; por ello en los flujos de alimentacion

menores se encontré el mayor contenido de estevidsido y rebaudidsido A.

En el Cuadro 11 se muestran los resultados obtenidos del indice de rebaudidsido A
contenido en los polvos del secado obtenido en el presente trabajo y se comparan
con los obtenidos por Chranioti, Chanioti y Tzia (2015), los calculos del indice de

rebaudiésido A se realizaron conforme a la Ecuacion 1.
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Cuadro 11. Comparacion de los resultados obtenidos en microencapsulacion y en extracto
acuoso sin encapsular.

Resultados con encapsulante

(Chranioti, Chanioti y Tzia, 2015) Resultados sin encapsulante

Tin °C %MEE Tin °C FA (kg/h) %MEE
160 62.36+1.8 200 2 96.48+0.07
82.46+1.6° 200 3 76.27+1.3

94.67+1.93¢ 160 2 93.62+0.46

160 3 76.93+0.59

En los datos que se comparan en el Cuadro 11 se puede observar que en el secado
por aspersion a bajos flujos de alimentacion (2 kg/h) se conserva mas del 93% de
rebaudidésido A sin agentes encapsulantes y a bajo flujo de alimentacion y alta
temperatura (2 kg/h y 200 °C) se conserva mas del 95%, lo que demuestra la
estabilidad de esta molécula a altas temperaturas que se conserva adn sin agentes
encapsulantes, esto podria deberse a que utilizando el extracto completo de las
hojas de stevia, otros componentes como las fibras que estan presentes actlan

como encapsulantes.

En el secado por aspersion llevado a cabo por Chranioti, Chanioti y Tzia (2015)
obtuvieron un rendimiento de hasta 94.67% de rebaudiosido A pero el producto
obtenido es mayoritariamente inulina y maltodextrina, ya que la solucién de secado
estaba compuesta por 96.5% de soélidos de inulina y maltodextrina y so6lo 3.5% de
sélidos de estevidsido y rebaudidsido A.

Las mayores concentraciones de estevidésido se encuentran en el rango de
temperaturas de 160-190 °C y flujos de alimentacion bajos de 1.4-1.6 kg/h, el punto
maximo de contenido de estevidsido se observa en las condiciones de 180°Cy 1.4
kg/h, al aumentar la temperatura y el flujo de alimentacibn o al disminuir la
temperatura por debajo de 150 °C y aumentar el flujo de alimentacion el contenido

de estevidésido disminuye (Figura 24).
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Figura 24. Superficie respuesta del efecto de las variables de secado en el contenido de
esteviosido.
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Figura 25. Superficie respuesta del efecto de las variables de secado en el contenido de
rebaudidsido A.
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El rebaudiosido A resiste temperaturas mas altas que el esteviésido pues el rango
de temperaturas donde se encuentra el mayor contenido es de 160 °C-210 °C y
flujos de alimentacion bajos de 1.4-1.6 kg/h, incluso a 220 °C aun se pueden

encontrar contenidos altos de rebaudidsido A (Figura 25).

4.4. Antioxidantes.
4.4.1. Contenido fendlico total.

Cuadro 12 se muestra el contenido promedio de fenoles totales del lote 1 y el lote 2
con su correspondiente desviacion estandar. El lote tuvo un efecto significativo en

el contenido de fenoles totales.

El contenido de fenoles disminuyé en todos los tratamientos de secado con respecto
al contenido en hoja fresca. El analisis estadistico mostro un efecto significativo, de
la temperatura del aire a la entrada, el flujo de alimentacién no tuvo un efecto
significativo (p=0.38). El mayor contenido fendlico total se obtuvo en el tratamiento

de menor temperatura (160 °C) y menor flujo de alimentacion (2 kg/h).

Es notable también la diferencia en el contenido de fenoles en las hojas frescas, ya
que las hojas utilizadas en los diferentes lotes fueron cultivadas en lugares
diferentes y cosechadas en diferentes épocas del afio y a diferentes horas del dia,
los resultados obtenidos concuerda con lo que indica Orozco et al. (2012) que las
condiciones edafoclimaticas influyen en el contenido de metabolitos secundarios de

las plantas, en este caso los fenoles.

Los resultados obtenidos en este trabajo contrastan con los obtenidos por Periche
et al. (2015) quien reportd en hojas frescas un contenido de 44.40 mg GAE/g de
materia seca, en secado con aire caliente a 100 °C un contenido de 31.5 mg GAE/g
de materia seca y en secado con aire caliente a 180 °C 76.8 mg GAE/g de materia
seca es decir que a mayor temperatura de secado mayor contenido fendlico
(Periche et al., 2015). A diferencia de los datos obtenidos en el presente trabajo en

donde el mayor contenido fenolico total se obtuvo a la menor temperatura.
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Cuadro 12. Contenido fendlico total.

Lote 1l Lote 2
Compuestos Compuestos
Tin °C FA (kg/h) fendlicos fendlicos
mg GAE/g hs mg GAE/g hs
fHOJaS 47.64+0.64 77+0.59
rescas
160 2 32.94+0.56 49.93+0.91
160 3 29.93+1.44 47.21+0.11
200 2 25.93+0.10 40.90+0.57
200 3 29.63+1.79 41.48+0.78

GAE: Acido galico equivalente

Esto podria deberse a que los compuestos fendlicos son sensibles a altas
temperaturas. Las hojas frescas de stevia se molieron para preparar el extracto
acuoso que se alimenté al secador por aspersion por lo que los compuestos
fendlicos se encuentran mas expuestos durante el secado por aspersion a diferencia
de cuando se seca la hoja completa en donde los compuestos fendlicos se
encuentran protegidos en las vacuolas (Bruneton, 2001). Los compuestos fendlicos
son termolabiles y logran conservarse debido a que el secado por aspersion es
adecuado para compuestos sensibles al calor (Anandharamakrishnan y Ishwarya,
2015). Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los
obtenidos por Tonon, Brabet y Hubinger (2008) en el secado por aspersion del jugo
de acai (Euterpe oleraceae Mart.) el contenido de antocianinas disminuyé al
aumentar la temperatura del aire de entrada, y con los resultados reportados por
Duduku Krishnaiah, Sarbatly y Nithyanandam ( 2012) en el secado por aspersion de
extracto de Morinda citrifolia donde al aumentar la temperatura el contenido fendlico

total disminuyo.

Las mayores concentraciones del contenido fendlico total (Figura 26) en el secado
por aspersion se encuentran en el rango de temperaturas de aire de entrada de 150-
140 °C vy flujos de alimentacion de 1.4-2.2 kg/h. El contenido fendlico total se ve

favorecido por bajas temperaturas y bajos flujos de alimentacion.
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Figura 26. Superficie respuesta del efecto de las variables de secado en el contenido de
compuestos fendlicos.

4.4.2. Contenido de flavonoides totales.

En el Cuadro 13 se muestran los datos promedio del contenido de flavonoides del
lote 1y 2. El lote no tuvo un efecto significativo en el contenido de flavonoides. El
contenido de flavonoides disminuyé en todos los tratamientos de secado con
respecto al contenido en hoja fresca. El flujo de alimentacion (p=0.00) y la

temperatura del aire de entrada (p=0.00) mostraron un efecto significativo en el
contenido de flavonoides.

El mayor contenido de flavonoides se obtuvo en la menor temperatura 160 °C y el

mayor flujo de alimentacién 3 kg/h, el contenido de flavonoides presenté un

decremento al aumentar la temperatura y disminuir el flujo de alimentacion.
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Cuadro 13. Contenido de flavonoides.

Flavonoides

Tin °C FA (kg/h) mg QE/g hs

Hojas frescas 170.45+0.61
160 2 115.63+3.14

160 3 125.80+1.99

200 2 108.31+2.66

200 3 117.89+1.03

QE: Quercetina equivalente

En otros trabajos en hojas de stevia se reportan los siguientes resultados: Kim et al.
(2011) en hojas secadas a 40 °C por 12 horas reportaron 15.64 mg QE/g hs; Yildiz
et al. (2015) obtuvieron en hoja secas (no reportan condiciones de secado) 111.16
mg QE/g hs y 126.70 mg QE/g hs, con extraccion en microondas y con sonda
ultrasonica respectivamente, los resultados obtenidos en el presente trabajo
concuerdan con los reportados por Yildiz et al. (2015).

El contenido de flavonoides disminuy6 en todos los tratamientos de secado en
comparacion con el contenido en fresco, esto podria deberse a que los flavonoides
son sensibles a la oxidacion y la degradacién térmica durante el secado por
aspersion (Anandharamakrishnan y Ishwarya, 2015), y los flavonoides con mas
grupos hidroxilos (OH) dentro de su estructura son mas susceptibles a la
degradacion térmica (Buchner et al., 2006), como el caso de la quercetina que es
un flavonoide que se encuentra en las hojas de stevia y tiene 4 grupos hidroxilo en

su estructura y otros flavonoides como Quercetina-3-O-¢-D-arabindsido, Quercetina-3-
O-r-D-ramnésido, Quercetina-3-0O-glucésida y otros que se mencionan en el Cuadro 2

gue tienen 3 grupos hidroxilo en su estructura.

Conclusiones similares fueron obtenidas por Pang et al. (2014). Entre los
compuestos fendlicos vegetales de las hojas de Orthosiphon stamineus, el acido
rosmarinico y el eupatorin mostraron mayor degradacion que la sinensetina, debido

a la presencia de grupos hidroxilo en su estructura molecular. La ausencia de un
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grupo hidroxilo sobre la estructura molecular de sinensetina la hizo estable durante

el secado por aspersion, incluso sin encapsulacion.

El contenido de los flavonoides aumenta al aumentar los flujos de alimentacion y
disminuir la temperatura del aire de entrada, encontrandose el contenido maximo al

mayor flujo de alimentacion 3.6 kg/h y la menor temperatura 140 °C (Figura 27)
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Figura 27. Superficie respuesta del efecto de las variables de secado en el contenido de

flavonoides.

4.4.3. Capacidad antioxidante.

En el Cuadro 14 se muestran los valores promedio de la capacidad antioxidante del
lote 1 y 2. El lote tuvo un efecto significativo en el porcentaje de inhibicion. En el
analisis estadistico (ANOVA), la temperatura del aire de entrada (p=0.00) y el flujo
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de alimentacién (p=0.00) mostraron un efecto significativo en el % de inhibicion. El
mayor % de inhibicion se obtuvo a la temperatura mas baja 160 °C y el mayor flujo
de alimentacion 3 kg/h (Cuadro 14).

Cuadro 14. Datos del % de inhibicién (%l).

Tin °C FA (kg/h) % Inhbicion
Hojas frescas 93.66+0.55
160 2 87.67+0.32
160 3 89.09+4.37
200 2 88.89+5.18
200 3 80.48+5.35

La capacidad antioxidante asociada a los flavonoides se refleja en el % de inhibicion,
en el tratamiento de 160 °C y 3 kg/h ya que el mayor contenido de flavonoides se
obtuvo también a estas condiciones, sin embargo la tendencia de las demas
condiciones de secado no es la misma que los flavonoides ni los compuestos
fendlicos, por lo que se puede inferir que dicha actividad biologica es
mayoritariamente atribuida a otros compuestos antioxidantes mas que a los

compuestos fendlicos obtenidos en la fraccion de metanol acidificado.

El porcentaje de inhibicidbn disminuyé en todos los tratamientos de secado en
comparacion con el porcentaje de inhibicibn en hoja fresca, en los diferentes
tratamientos de secado el porcentaje de inhibicion decrece con temperatura alta,
este comportamiento es similar al reportado por Georgetti et al. (2008) en el secado
por aspersion de extracto de soya con y sin encapsulante y por Krishnaiah et al.

(2011) en el secado por aspersion de Morinda citrifolia.

Esto podria deberse a que las moléculas con poder antioxidante pueden tener
reacciones de oxidacion y/o descomposicion de compuestos termolabiles asi como
también la pérdida de algunas sustancias volatiles durante el secado por aspersion

y estas reacciones se incrementan al aumentar la temperatura.

67



VORI Vg
o

CO0O ==
B oo

Figura 28. Superficie respuesta del efecto de las variables de secado en la capacidad
antioxidante.

El porcentaje de inhibicion (%l) presentd dos puntos maximos (Figura 28) uno en
bajas temperaturas 140-145 °C y un amplio rango de flujos de alimentacion 1.4-3.6
kg/h y otro punto maximo en altas temperaturas 200-210 °C y flujos de 1.4-2.4 kg/h,
este comportamiento posiblemente se deba a que en el andlisis factorial de los
resultados en la experimentacion no hubo diferencias significativas entre las

condiciones de secado de 160 °c y 3 kg/h (89.09 % I) y la condicion de 200 °C y 2
kg/h (88.89 % I).
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VI. Conclusiones
Conclusiones

El secado por aspersion del extracto acuoso de hojas frescas de stevia es eficiente
para la conservacion de esteviosido y rebaudiésido A sin el uso de encapsulantes.
En todos los tratamientos de secado por aspersion, la concentracion de esteviosido
y rebaudiésido A disminuyd, esto podria deberse a las reacciones de hidrdlisis
térmica. En los tratamientos de secado con la mayor velocidad de flujo de
alimentacion, se encontraron las concentraciones mas bajas de esteviésido y
rebaudiosido A. Con los resultados obtenidos del analisis de superficie respuesta,
se recomienda un tratamiento de secado por aspersion de 220 °C y 1.4 kg/h, donde
se encuentran altas concentraciones de rebaudiosido A y bajas concentraciones de
estevidsido, lo que representa una ventaja ya que podria llegar a disminuir el regusto
amargo ya que el estevidsido es una de las moléculas a la que se le atribuye el
regusto amargo. En todos los tratamientos de secado aplicados se obtuvieron
contenidos de humedad por debajo del 10% asegurando la estabilidad a las
degradaciones enzimaticas, microbiolégicas y oxidativas en los polvos secos, y se
obtuvieron rendimientos mayores al 79%. Los compuestos antioxidantes fueron
afectados por las altas temperaturas el mayor contenido de compuestos
antioxidantes se obtuvo en la menor temperatura (160 °C), en el secado por
aspersion se conservaron los compuestos antioxidantes adn sin utilizar agentes

encapsulantes.

El secado por aspersion del extracto acuoso de hojas frescas de stevia sin utilizar
agentes encapsulantes permite obtener un producto con concentraciones mayores
a 47 mg/g hs de rebaudiésido A y de 30 mg/g hs de estevidsido, con compuestos
antioxidantes (compuestos fendlicos y flavonoides) y con contenidos de humedad

menores al 2.5%.
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Recomendaciones

El andlisis de superficie respuesta mostré que a temperaturas entre 170 a 190 °C y
flujos de alimentacion e 1.4 a 1.6 kg/h se reducen las reacciones de hidrdlisis. Con
el proposito de evaluar la energia minima para la reaccion de hidrolisis es
recomendable realizar pruebas de secado por aspersion disminuyendo la
temperatura del aire de entrada iniciando con la prueba de la temperatura minima
100 °C y un flujo de alimentacién de 1.5 kg/h que son las condiciones minimas a las

cuales puede trabajar el secador Niro-atomizer.

La cantidad de sélidos en la alimentacion puede ser incrementada para un proceso
de secado més efectivo. Masters (1985) indica que el incrementar de 10 % a 25 %
la cantidad de solidos de la solucién que se alimenta al secador por aspersion
reduce la demanda de energia en 2/3. El limite del contenido de solidos depende
de la reologia de la alimentacion, que determina la posibilidad de dispersién de la
alimentacion. El contenido de solidos de extractos de stevia fue de 2% por lo que el
gasto energético se emplea para evaporar el 98% de agua. La factibilidad técnica
econdémica del secado por aspersion depende de una mayor cantidad de solidos
presentes en el extracto. Se hace necesario el estudio del secado por aspersion de

extractos con concentraciones de solidos mayores a 10%.

El uso de encapsulantes reduce la pérdida de glucésidos y antioxidantes (Duduku
Krishnaiah, Sarbatly y Nithyanandam, 2012; Anandharamakrishnan y Ishwarya,
2015; Chranioti, Chanioti y Tzia, 2015). El uso de hidratos de carbono como agentes
encapsulantes incorpora elementos que aumentan el indice glucémico de la stevia.
Es recomendable estudiar el secado por aspersion del extracto acuoso de hojas
frescas de stevia con encapsulantes que tengan bajo o cero indice glucémico
(inulina, oligofructosas, gelatina), con el fin de conservar un mayor contenido de

glucosidos de esteviol y de las moléculas antioxidantes.

La hidrélisis de los glucosidos para obtener azucares reductores se ve favorecida

por el pH acido. El pH del extracto de stevia es ligeramente acido (5.6). El secado
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de extracto acuoso de hojas frescas de stevia basificado podria reducir las

reacciones de hidrolisis de glucdsidos.
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Anexo 1. Curvas de calibracion

a) Rebaudiosido A.

Concentracién| Area
(mg/ml) (mAU)
0.9 626932.81
0.45 316228.18
0.225 190292.94
0.15 113471.17
0.06 48079.1

b) Estevidsido

Area bajo el pico de absorbancia
(mAU)

Curva de calibracion de rebauddsido A

70
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x 100000
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0
0 0.2

y = 7E+06x - 272758
R?=0.9985

0.4

Concentracion (mg/ml)

0.6 0.8 1

Concentracién Area
(mg/ml) (mUA)
0.9 5586553.08
0.5 3319243.55
0.3 1952312.90
0.09 634330.47
0.05 337700.90
0.03 271274.53

Area bajo el pico de absorbancia

(mAU)
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x 100000
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0 0.2

racion de esteviosido

7y = 6E+06x + 86787
R? = 0.9988

0.4

Concentracion (mg/ml)

0.6 0.8
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c) Acido Galico (para cuantificacion de compuestos fendlicos totales)

Concentracién | Absorbancia Curva de calibracién de Fenoles totales
(mg GAE/ml) (mAU) E
0.4 0.754338 % 0642
0.36 0.69796 céo 0.35
0.3 0.588194 :§ oozg
0.24 0.41224 © 6.2
0.18 0.3127 g 0.15 y= O.??SZX +0.022
0.12 0.161356 § o R? = 0.9904
0 -0.006582 0
*GAE: acido gélico equivalente. -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8
Absorbancia (mAU)

d) Quercetina (para cuantificacion de flavonoides)

Concentracidn | Absorbancia Curva de calibraciéon de flavonoides
(mg QE/ml) (mAU) 0.12
0 -0.000401 E o1
0.02 0.021165 [
g 008
0.04 0.039561 1y
€ 006
0.06 0.060514 S
2 o y = 1.0593x - 0.0016
0.08 0.080898 8 R - 0.9915
0.10 0.09061 g 002
*QE: quercetina equivalente 5 0
.02 002 ° 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1
' Absorbancia (mAU)
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e) Acido ascorbico (determinacion de % de inhibicién)

Concentracion | Absorbancia
(mg AAE/mI) (mAU)
21 0.08
17 0.21
12.5 0.42
9 0.59
5 0.78
0 0.95

*AAE: acido ascorbico

equivalente

Curva de calibracion de acido ascoérbico

f) Glucosa (para cuantificar azGcares reductores)

Concentracién

Absorbancia

mg GlucE/ml (mAU)
0 0
7.985 0.440
5.323 0.324
2.662 0.181
1.331 0.090

*GlucE: glucosa equivalente

Absorbancia (mAU)

12
£
o 1,
< 7 -
S0 e y =-0.043x + 0.9676
o 0. R?=0.9961
c06 e .
° T
S 04 ...
£ 02 T
g 9
S 0
(&)
0 5 10 15 20 25
Absorbancia (mAU)
10 . Curva de calibraciéon de azucares
— reductores
£ 3 o
i
(8]
3
G 6
a0 9
£
£ 4
2 y = 18.033x - 0.2709
g e R?=0.9917
5 2 =0.
g ..
§ 06~
© 0 0.1 0.2 03 0.4 0.5
2
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Anexo 2. Datos obtenidos de la cuantificacion de las variables de interés

Contenido de esteviésido y rebaudidsido A en los polvos obtenidos en las diferentes

condiciones de secado.

LOTE 1 LOTE 2
FA | T Reba“:'és'“ Esteviésido FA | Ta Reba“ﬁ'és'dO Esteviésido

(kg/h) | °C (mg/g hs) (mg/g hs) (kg/h) | °C (me/g hs) (mg/g hs)
2 200 59.00144 38.014 2 200 | 59.38264858 | 37.3910955
2 200 58.3475 37.761 2 200 | 58.9711875 | 37.1379244
3 200 54.64193 31.78291 2 200 | 59.16226295 | 38.5035710
3 200 53.80873 31.47114 3 200 | 41.0734877 | 27.4379718
2 160 56.99 36.95291 3 200 | 41.9874114 | 29.4730956
2 160 56.8925 36.96646 3 200 | 41.5729469 | 29.0272184
3 160 50.75781 34.88156 2 160 | 57.1654008 | 43.6857889
3 160 50.57675 34.84973 2 160 57.213125 | 43.9938003
2.5 | 180 56.61217 37.35854 2 160 57.816339 | 41.0917633
2.5 | 180 57.26044 37.99371 3 160 | 44.36386101 | 31.1250473
3 160 | 44.65321245 | 32.2101266

3 160 | 44.73016272 31.645

2.5 180 54.307516 40.2281066
25 180 | 53.8469336 | 39.2305209
2.5 180 54.5080403 | 41.5458133

Los datos de los cuadros son el promedio de las mediciones que se realizaron por

triplicado.
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Resultados obtenidos del contenido de humedad y el rendimiento de los polvos de

secado.
LOTE 1 LOTE 2
(k;’;h) TC %CHbs %y (k;?h) TC %CHbs %y

2 200 | 2.242872393 | 81.2448921 2 200 | 1.345465633 | 86.3363319
2 200 | 1.179646115 | 82.3224942 2 200 | 1.354493076 | 86.5220889
3 200 | 2.606253453 | 87.4663349 2 200 | 1.395207765 | 86.4719616
3 200 | 1.32643859 | 88.1673953 3 200 | 1.502560059 | 86.4567942
2 160 | 2.311901877 | 78.2664602 3 200 | 1.770705333 | 85.8947945
2 160 | 1.200528411 | 79.6707168 3 200 | 1.740968099 | 86.3663714
3 160 | 4.209892937 | 78.9542803 2 160 | 1.405523112 | 80.4338571

3 160 | 1.440435824 | 79.2623449 2 160 | 1.447683706 | 80.060322
25 | 180 | 1.619097574 | 99.9717079 2 160 1.4735363 79.8678619
2.5 | 180 | 1.280652771 | 99.5083881 3 160 | 1.987614862 | 78.7147146
3 160 | 2.108313349 | 79.787347

3 160 | 2.067518977 | 78.28076
2.5 180 | 1.369615498 | 87.1920488
2.5 180 | 1.362904848 | 86.0758872
2.5 180 | 1.589217461 | 87.0917393
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Resultados obtenidos del contenido de fenoles y flavonoides en los polvos de

secado.
LOTE 1 LOTE 2
FA | T Fenoles Flavonoides FA Tn Fenoles Flavonoides
ke/h) | | (mgoae/ghs) | MESTE | | ugm | c | (MEOAE | (mgae/ghs)
2 200 | 26.0042357 | 104.928494 2 200 | 40.6614364 | 109.9461554
2 200 | 25.8568844 | 105.227657 2 200 | 40.486907 | 110.9032123
3 200 | 30.8968394 | 118.926127 2 200 | 41.5493368 | 110.5495053
3 200 | 28.3692964 | 118.733402 3 200 | 40.8027683 | 116.0541549
2 160 | 33.3355647 | 113.191314 3 200 | 41.3025611 | 118.1340149
2 160 | 32.5409591 | 113.650118 3 200 | 42.3303967 | 117.5971813
3 160 | 30.9524512 | 127.860686 2 160 | 49.9416295 | 117.3382142
3 160 | 28.9173596 | 127.132241 2 160 | 50.8404732 | 116.8519011
2.5 | 180 | 30.6728271 | 120.545644 2 160 | 49.017392 | 117.0950577
2.5 | 180 | 31.5773084 | 120.626934 3 160 | 47.2136925 | 124.9747943
3 160 | 47.1050576 | 125.0456128
3 160 | 47.3256344 | 124.0075194
2.5 180 | 41.9321621 | 111.5859943
2.5 180 | 41.9850188 | 112.2984551
2.5 180 | 40.9279179 | 112.7063974
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Resultados obtenidos del contenido del porcentaje de inhibicion (%l) en los polvos

de secado.
LOTE 1
(k:?h) Tin °C % |
2 200 89.2819817
2 200 89.1351645
3 200 85.8461079
3 200 85.7607209
2 160 87.1956357
2 160 87.8508667
3 160 89.3274346
3 160 89.9465313
2.5 180 88.5074729
2.5 180 88.9674664
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LOTE 2
(k;?h) Tin °C % |
2 200 88.5466652
2 200 88.4764593
2 200 89.0307965
3 200 76.3118735
3 200 76.87913
3 200 77.5880469
2 160 86.6421127
2 160 86.9677017
2 160 85.4781032
3 160 90.3142438
3 160 89.3695581
3 160 90.7007925
2.5 180 68.2532298
2.5 180 67.7608837
2.5 180 67.8874715




Anexo 3. Datos del andlisis de varianza de las variables de interés.

Cuadro de andlisis de varianza del contenido de rebaudi6sido A.

Source Term DF SSquurgrce)z; S'\gﬁg?e F-Ratio Prob Level (A|;r?;\;%r.05)
A: FA 1  508.4019 508.4019 4285.50 0.000000* 1.000000
B: T 1  4.865545  4.865545 41.01 0.000034* 0.999947
C: Lotes 1  95.16932 95.16932 802.22 0.000000* 1.000000
AC 1 116.6657 116.6657 983.42 0.000000* 1.000000
BC 1 12.89167 12.89167 108.67 0.000000* 1.000000
ABC 1 13.21243 13.21243 111.37 0.000000* 1.000000
S 12 1423596  0.118633
Total (Adjusted) 19 883.4064
Total 20

* Term significant at alpha = 0.05

Cuadro de analisis de varianza del contenido de estevidsido.
SourceTerm  DF  GuRel  MeanSauare poi [l (aiphaoos)
A: FA 1 246.2412 246.2412 324.84 0.000000*  1.000000
B: T 1 33.52395 33.52395 44.22 0.000024*  0.999979
C: Lotes 1 5.608761E-02 5.608761E-02  0.07  0.790236 0.057246
AC 1 42.77371 42.77371 56.43 0.000007*  0.999999
BC 1 10.61865 10.61865 14.01 0.002808* 0.929204
ABC 1 12.28311 12.28311 16.20 0.001683* 0.957890
S 12 9.096437 0.7580364
Total (Adjusted) 19 419.2319
Total 20

* Term significant at alpha = 0.05
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Cuadro de analisis de varianza del contenido de azUcares reductores.

Source Term DF Ssquurgrgs s“QﬁZ?e F-Ratio I_Per\?gl (A|§r$z;li%r.05)
A: FA 1 1170.447 1170.447 3593.5 0.000000* 1.000000
B: T 1 30.74004 30.74004 94.38 0.000000* 1.000000
C: Lotes 1 15043.8 15043.8 46187.8 0.000000* 1.000000
AC 1 251.8108 251.8108 773.12  0.000000* 1.000000
BC 1 1.548088E-02  1.54808E-02 0.05 0.831082 0.054648
ABC 1 200.2905 200.2905 614.94  0.000000* 1.000000
S 12 3.90851 0.3257092
Total (Adjusted) 19 17146.9
Total 20

* Term significant at alpha = 0.05

Cuadro de andlisis de varianza del contenido de humedad.
Source Term DF Sséquurgrzfs Mean Square Rat-io Ii;\?gl (Algr?a\fi%r.OS)
A: FA 1 1.508812 1.508812 3.07 0.105069 0.364636
B: T 1 0.5581797 0.5581797 1.14 0.307277 0.165846
C: Lotes 1 0.8935033 0.8935033 1.82 0.202219 0.237263
AC 1 4.931585E-02  4.931585E-02 0.10 0.756733 0.059852
BC 1 5.901055E-02  5.901055E-02 0.12 0.734821 0.061801
ABC 1 7.741416E-02  7.741416E-02 0.16 0.698267 0.065511
S 12 5.891219 0.4909349
Total (Adjusted) 19 9.262757
Total 20

* Term significant at alpha = 0.05
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Cuadro de andlisis de varianza del rendimiento de los polvos de secado.

Source Term DF Ssquurgrgs s“QﬁZ?e F-Ratio I_Per\?gl (A|§r$z;li%r.05)
A: FA 1 2.101488 2.101488 10.55 0.006973* 0.846212
B: T 1 214.5304 214.5304 1077.44 0.000000* 1.000000
C: Lote 1 4.152786E-02  4.15278E-02 0.21 0.656050 0.070569
AC 1 6.548055E-03  6.54805E-03 0.03 0.859123 0.053213
BC 1 8.351135E-02 8.35113E-02 0.42 0.529423 0.091766
ABC 1 1.819757E-02  1.81975E-02 0.09 0.767589 0.058959
S 12 2.389342 0.1991118
Total (Adjusted) 19 231.0046

* Term significant at alpha = 0.05

Cuadro de andlisis de varianza del contenido fendlico total.
Source Term DF SSquurngég S'\gﬁ?‘?e F-Ratio Prob Level (Algr?a\fi%r.OS)
A: FA 1 0.6219679 0.6219679 0.82 0.383970 0.132499
B: T 1 146.2539 146.2539 192.01 0.000000* 1.000000
C: Lotes 1 1119.559 1119.559 1469.83 0.000000* 1.000000
AC 1 2.416568 2.416568 3.17 0.100187 0.374337
BC 1 16.69825 16.69825 21.92 0.000530* 0.989891
ABC 1 3.484637 3.484637 4.57 0.053697 0.502782
S 12 9.14033 0.7616942
Total (Adjusted) 19 1353.348
Total 20

* Term significant at alpha = 0.05
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Cuadro de analisis de varianza del contenido de flavonoides.

Source Term DF Ssquurgr?; S’\gﬁzrr]e F-Ratio Prob Level (Alpl):’r?z\aN:%r.OS)
A: FA 1 534.3494 534.3494 1593.13 0.000000* 1.000000
B: T 1 289.2736 289.2736 862.45 0.000000* 1.000000
AB 1 0.3692858 0.3692858 1.10 0.314720 0.162090
C: Lotes 1 6.554128 6.554128 19.54 0.000835* 0.981473
AC 1 54.27902 54.27902 161.83 0.000000* 1.000000
BC 1 2.639826 2.639826 7.87 0.015883* 0.731087
ABC 1 6.3857E-02 6.3857E-02 0.19 0.670341 0.068759
S 12 4.024907 0.335409

Total 20

* Term significant at alpha = 0.05

Cuadro de analisis de varianza de la capacidad antioxidante.

Source Term DF SSquun;rzfs S'\gﬁgrr]e F-Ratio Prob Level (Algr?e\:\;%r.OS)
A: FA 1 54.76918 54.76918 183.32 0.000000* 1.000000
B: T 1 50.91936 50.91936 170.43 0.000000* 1.000000
C: Lotes 1 30.42385 30.42385 101.83 0.000000* 1.000000
AC 1 1.835966 1.835966 6.15 0.029014* 0.624728
BC 1 22.87225 22.87225 76.56 0.000001* 1.000000
ABC 1 60.76855 60.76855 203.40 0.000000* 1.000000
S 12 3.585204 0.298767

Total (Adjusted) 19 369.813

Total 20

* Term significant at alpha = 0.05
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