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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la capacidad de adsorcion del carbon activado y el efecto
del hidréxido de calcio grado alimentico (cal grado alimenticio) para la remocién de color
presente en los extracto de Stevia. Se preparé un extracto para la cuantificacion de
clorofila A, By C por el método espectrofotométrico de Hansmann. Posteriormente se midi6é
la capacidad de adsorcion del carbon activado y de remocion de la cal sobre la clorofila A, B
y C. Los procesos con carboén activado mostraron que con 0.05 g en 100 ml en un tiempo
de residencia de 10 min se adsorbio el 43.30% de clorofilas. El proceso de adsorciéon sobre
carbon activado se ajusté al modelo de Langmuir, con una capacidad maxima de adsorcion
de clorofilas en monocapas de q,_ = 962 mgg' y un valor de la constante de Langmuir de b =
159.413 gml . Para la precipitacion con cal se usaron 10 g por cada 100 ml en un tiempo
de residencia de 10 min, retirandose el 70.30% de clorofilas.

ABSTRACT

In this study, adsorption capacity of activated carbon, and food grade calcium hydroxide
(food grade lime) to remove color present in Stevia extract, was evaluated. Quantification of
chlorophyll A, B and C was realized using Hansmann spectrophotometric method. Subse-
quently, activated carbon adsorption capacity on chlorophylls were measured followed by
removal of color using lime on the same extract sample. The 10 min residence process with
activated carbon in a 0.05 g per 100 ml sample, showed 43.30% of adsorbed chlorophylls.
Adsorption process on activated carbon was adjusted to Langmuir model, with a maximum
adsorption capacity of chlorophylls in monolayers of q_ = 6.038 gg™' and value of constant
Langmuir of b = 159.413 gml!. After, 10 minutes residence time treatment using 10 g per
100 ml of lime on the same sample, resulted in a total of 70.30% of chlorophylls removed.
Adsorption process with activated carbon was developed at 25 °C, and adsorption iso-
therms were adjusted to Langmuir model.

INTRODUCCION

Los edulcorantes son sustancias capaces de mimetizar el efecto dulce del azu-
car y que, por lo general, la aportacién energética es menor. Algunos de ellos
son extractos naturales, mientras que otros son sintéticos; en este ultimo
caso se denominan edulcorantes artificiales (Garcia-Almeida, Gracia, Casado &
Garcia, 2013). Los edulcorantes pueden clasificarse, por sus contenidos ca-
léricos, como nutritivos (caléricos) y no nutritivos (acaléricos). Para el caso
de los artificiales se dividen en dos grupos: el primero son los azuicares
modificados como el jarabe de maiz de alta fructuosa, caramelo y azticar
invertido; el segundo son los alcoholes del azucar, los cuales engloban al
sorbitol, xilitol, manitol, eritritol maltitol, isomaltulosa, lactitol y glicerol.
Para el caso de los edulcorantes acaloricos, se dividen también en natura-
les y sintéticos. Los naturales se conocen como edulcorantes naturales sin
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calorias, y como ejemplo tenemos al luo han guo, ste-
via, taumatina, pentadina, monelina y brazzeina. En
los sintéticos acaléricos se encuentran el aspartame,
sucralosa, sacarina, neotamo, acesulfame K, ciclama-
to, nehosperidina DC, alitamo y asvantamo (Duran,
Rodriguez & Record, 2012; Garcia et al.,, 2013). La im-
portancia de esta clasificacion reside en el efecto de
los edulcorantes sobre la salud de las personas. En
México, el 11% de la poblacion padece diabetes melli-
tus, esto es, alrededor de 5.5 millones de mexicanos;
en tanto, la obesidad afecta a cerca de 54 millones. La
Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-1994 (Diario
Oficial de la Federacién, 2010) para la prevencién,
tratamiento y control de la diabetes, en la seccioén de
definiciones, senala que los edulcorantes nutritivos
aportan energia a la dieta e influyen sobre los niveles de
insulina y glucosa. Los edulcorantes no nutritivos son
endulzantes potentes, su aporte energético es minimo
y no afectan los niveles de insulina o glucosa sérica. Por
ello, surge la necesidad de contar con endulzantes de
bajo valor calérico que puedan sustituir al aziicar. Una
alternativa muy viable es el uso de los glucésidos pre-
sentes en la hoja de stevia (Stevia rebaudiana Bertoni).

La stevia en un arbusto perenne que es nativa del
sur de América. Sus hojas contienen glucésidos diter-
pénicos nombrados como steviésido, rebaudiésido A-F,
steviolbiésido y dulcésido A. Los principales compo-
nentes endulzantes que se encuentran en la Stevia re-
baudiana Bertoni son: steviosido (3% — 8%, peso seco),
que es el endulzante de mayor presencia en las hojas,
con un poder endulzante 300 veces mayor al del aztcar
de cana; el rebaudiésido A es el segundo compuesto de
mayor abundancia (1% —2%) y el de mayor interés de-
bido a que su sabor es de mejor calidad con un poder
endulzante 400 veces mayor al del aztcar de cafa; el
dulcoésido A tiene un poder endulzante de 50 — 120 ve-
ces mayor al del azlicar, pero su presencia en la hoja
es de solo el 0.5%, peso seco, y finalmente se encuen-
tra el steviolbiésido con una concentracion en la hoja
del 0.00059%, pero con un poder endulzante entre
100 - 125 veces mayor al de la cana de azucar (trazas).

Se ha encontrado que los glucésidos son compues-
tos de bajo valor calérico, no exhiben ninguna toxicidad,
es no cancerigeno y no presenta accion mutagénica
(Liu, Li & Tang, 2010; Puri, Sharma & Tiwary, 2011).
El valor terapéutico de la stevia consiste en la habilidad
de estimular la secrecion de insulina por el pancreas en
el tratamiento de la diabetes y de otros disturbios del
metabolismo de los carbohidratos (Adesh, Gopalakrish-
na, Kusum & Tiwari, 2012). Se encontr6 que extractos
provenientes de la parte inferior de la stevia poseen
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propiedades antivirales y producen un efecto positi-
vo en el tratamiento de neuralgia, anemia, lumbago,
reumatismo, eczema y dermatitis. Ademas, reciente-
mente se observo que los stevidsidos tienen propieda-
des anti-amnesia y anti-tumorales (Adeshet al., 2012).
Madan et al. (2010) mencionan que el steviosido, ste-
viol y el isosteviol presentan actividad antioxidante
debido a que causan la inhibicién de la fosforilacion
oxidativa en las mitocondrias del higado de ratas. Esta
inhibicion actta sobre la ATP-asa, NASDH-oxidasa,
succinato-oxidasa, succinato deshidrogenasa y sobre
la actividad de la glutamato deshidrogenasa. Estudios
in vitro han demostrado que extractos de stevia pre-
sentan actividad antimicrobiana sobre Streptococcous
mutans, Streptococcus sobrinus y Lactobacillus acido-
phillus, organismos estrechamente relacionados en la
produccion y desarrollo de caries. Estudios in vivo han
comprobado el efecto anti placa principalmente debi-
do a una disminucién en la produccién de polimeros
insolubles bacterianos. Ademas, sus propiedades anti-
inflamatorias y cicatrizantes podrian resultar poten-
cialmente efectivas en el tratamiento de enfermedades
periodontales (Contreras, 2013).

El interés por el gran potencial de los stevidsidos
ha generado la necesidad de establecer métodos de
extraccion y purificacion, que van desde los métodos
convencionales que involucran el uso de soluciones
acuosas, alcoholicas o solventes organico, seguido
por precipitacién, coagulacion y cristalizacion (Puri,
Sharman, Barrow & Tiwary, 2012). También se han
desarrollado métodos basados en técnicas modernas de
extraccion, como extracciéon con liquidos presuriza-
dos, extraccion con agua caliente presurizada, extrac-
ciéon con fluidos supercriticos, extraccion asistida por
microondas (Puri et al., 2012) y la extraccion asistida
por ultrasonido (Liu et al., 2010). Esta tltima permite
la extraccién de los glucésidos de la stevia de una for-
ma rapida y sin el uso de solventes organicos. En los
ultimos anos la tecnologia basada en el uso del ultra-
sonido se ha convertido en una herramienta valiosa
en la ingenieria de los procesos alimentarios.

El uso del ultrasonido ha tomado dos direccio-
nes en su aplicacién. La primera es en el uso de ul-
trasonido de alta frecuencia, pero bajo poder usado
principalmente en el control de calidad de procesos.
La segunda es usar ultrasonido de baja frecuencia
y alto poder para el procesamiento de productos o
la intervencion directa en algiin punto del proceso.
Dentro de esta aplicacion del ultrasonido encontramos
la extraccion de productos naturales, la modificacion de
ingredientes, elaboracion de emulsiones, inactivacion
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enzimatica y microbiana, asi como procesos de fer-
mentacion (Escaplez & Garcia-Pérez, 2011). En la ex-
traccién asistida por ultrasonido de los glucésidos se
tiene un sistema soélido-liquido, el cual es uno de los
mas comunes. Uno de los principales beneficios que
ofrece el ultrasonido en estos sistemas es el aumento
de la trasferencia de masa inducida por el proceso de
cavitacion. La presion de una onda acustica consis-
te en una serie de compresiones y expansiones del
medio en la direccién de la propagaciéon de la onda.
Cuando una alta presién negativa es aplicada a un li-
quido, las fuerzas intermoleculares de Van der Waals
no son lo suficientemente fuertes para mantener la co-
hesion y se inicia la formacién de pequenas cavidades
o microburbujas llenas de gas. La rapida nucleacion,
crecimiento y colapso de estas burbujas a microesca-
la constituyen el fenémeno de cavitacién (Cravotto
& Cintas, 2006). La cavitacion puede en general ser
definida como fenémeno de formacién, crecimiento y
subsecuente colapso de microburbujas o cavidades
que ocurre en un extremadamente pequeno intervalo de
tiempo, liberando una gran cantidad de energia. La
cavitacion puede ser considerada uno de los méto-
dos de introduccion de energia mas discretos, la ener-
gia disipada por unidad de volumen (huecos) es la
energia promedio que entra y es de algunos 6rdenes
de magnitud mayores que los procesos convencio-
nales (Riesz, Berdahl & Christman, 1985). Liu et al.
(2010) encontraron que la extraccion asistida con ul-
trasonido de los glucésidos de la stevia a un tiempo
de 32 min y a una temperatura de 68 °C present6 un
aumento 1.5 veces en el rendimiento comparado a
una extraccién convencional.

Al igual que los procesos convencionales, uno de
los limitantes para el aprovechamiento de los gluco-
sidos de la stevia es la presencia de color en los extrac-
tos y en los cristales. Para hacer mas atractivo el uso
de los glucodsidos de la stevia es necesario implementar
una serie de pasos para la remocién de los colorantes
liberados durante el proceso de extraccion.

La adsorcion es una de las técnicas mas empleadas
para la remocion de color en virtud de la simplicidad
del diseno, facilidad de operacion e insensibilidad a las
sustancias téxicas. La adsorcién es un proceso de se-
paracion, en el cual un componente que puede estar
en fase gas o liquido se transfiere de forma selectiva
a la superficie de un sélido que se convierte en un
adsorbente. La seleccion correcta del material adsor-
bente puede hacer una gran diferencia entre una eficaz
o mala separacion. Existen atributos importantes que
un material debe tener para ser considerado como un
adsorbente; estos atributos son capacidad adsorbente,
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selectividad, regenerabilidad, cinética, compatibilidad
y costo (Kent, 1995). De los materiales adsorbentes
mas utilizados se encuentra el carbéon activado (CA).
Los carbones activados, por su gran porosidad, son
empleados ampliamente como adsorbentes en las ope-
raciones industriales de purificacion y recuperacion
quimica, lo cual se debe a su extensa area superficial
entre 500 m2g! y 200 m?g! (Ortega, Arrieta, Guerrero
& Taboada, 2013). Los procesos de adsorciéon se pue-
den clasificar en procesos dindmicos cuando la adsor-
cion se realiza en una columna de lecho empacado y
en procesos estdticos cuando se realizan en disposi-
tivos que se operan por lotes. Los estudios de adsor-
cion en disoluciones mediante experimentos por lotes
proporcionan una forma de medir la eficacia, asi como
la capacidad maxima de adsorcion. Estos experimen-
tos consisten en colocar una cantidad determinada
del material adsorbente en contacto con la disoluciéon
que contiene la sustancia a remover, manteniéndola
en suspensiéon por medio de agitaciéon por un determi-
nado tiempo hasta alcanzar el equilibrio (Ortega et al.,
2013). Para la remociéon de colorantes en soluciones
acuosas se han ocupado métodos quimicos (coagulan-
tes o floculantes), biologicos y fisicos (filtracién por
membranas, destruccion electroquimica, irradiacion,
ozonizacion y la adsorcion). La mayoria de estos proce-
sos son costosos y conducen a la generacion de lodos o
a la formacién de subproductos, sin embargo, se cono-
ce que la adsorcién es el método mas eficaz y barato en
la eliminacién de color (Castellar, Angulo, Zambrano
& Charris, 2013). Ensuncho, Robles & Carriazo (2015)
realizaron la remociéon del colorante azoico amarillo
anaranjado, usando carbon activado como material ad-
sorbente. Determinaron que el fenémeno de adsorcion
se ajusto6 al modelo de Langmuir con valores maximos
de capacidad de adsorcion (q_ ) entre 162.601 mgg'y
373.134 mgg. Por su parte, Castellar et al. (2013) en-
contraron que la remocion del colorante azul de metile-
no por medio de carbén activado se ajusté a la isoterma
descrita por el modelo de Langmuir con valores de g,
entre el rango de 76.3 mgg! a 87.0 mgg! y valores de b
entre 0.64 dm®mg? y 0.53 dm®mg!. Ribeiro, Lourenco
& Monteiro (2011) realizaron una adsorcion selectiva
para remover impurezas presentes en el aceite crudo
de vegetales. Determinaron con base en la afinidad de
los compuestos a remover que la adsorcién ocurre en
el siguiente orden clorofilas>carotenoides>hidroper
oxidos>productos de oxidacién>acidos grasos libres.
Ribeiro et al. (2001) mencionan el uso del hidréxido
de calcio como un agente decolorante, la funcion del
hidréxido de calcio es el de precipitar las moléculas de
clorofila asi como posibles impurezas presentes en
los extractos. Por lo expuesto anteriormente, el objetivo
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que persiguid el presente trabajo fue el probar y eva-
luar la capacidad del carbén activado y a la cal grado
alimenticio en la remocién de clorofilas presentes en
los extractos crudos de stevia.

MATERIALES Y METODOS

Molienda y tamizado

Para dar mayor rendimiento a la extraccién se some-
tié la hoja de stevia a una molienda. Este proceso se
realiz6 en un mortero de porcelana. El resultado de la
molienda se guardé en frascos limpios y secos con el
fin de evitar que la muestra se humedezca. Se tamiz6
la muestra pulverizada con la malla de N° 70, con el fin
de aumentar la interaccion de las ondas sénicas con la
muestra y permitir la ruptura de las paredes celulares.

Preparacion de mezcla para la cuantificacion
de clorofila y carotenoides como estandar

Extraccion y determinacion de clorofilas totales

Se utilizo el método espectrofotométrico propuesto por
Hansmann (1973). La muestra triturada se suspende
en una solucion de acetona-agua al 90% (v/v) como
disolvente extractor de los pigmentos. Se agité y se dejo
reposar en la oscuridad a 4 °C durante 24 h. Termi-
nado el periodo se llevo a temperatura ambiente y se
centrifugé a 2700 xg durante 5 min. Se midi6 la den-
sidad optica del sobrenadante a 665 nm, 645 nm y
630 nm, comprobando que no existiese turbidez ni
particulas en suspension. Como blanco se utiliz6 el
propio disolvente.

Para la cuantificacion se utilizé la ecuaciéon pro-
puesta por Parsons & Strickland (1965).

CamgA™)=11.6D.0.665-1.31 D.0.645-0.14 D.0.630
Cb(mgA™) =20.7 D.0.645-4.34 D.0.665 -4.42 D.0.630
Cc(mgA™) =55.0 D.0.630-4.64 D.0.665 - 16.3 D.0.645

Donde Ca, Cb y Cc son las concentraciones de clo-
rofila a, b y c respectivamente, y D.O. es la densidad
optica medida.

Extraccion asistida por ultrasonido del Stevidsido
y Rebaudiésido A

Se utilizaron hojas de stevia adquiridas de un inverna-
dero ubicado en el municipio de Ojo Zarco, en el estado
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de Veracruz. La hoja seca es pulverizada y tamizada,
posteriormente se introduce en un matraz corazéon de
125 ml de capacidad y se agrega 100 ml de agua desti-
lada. El proceso de ultrasonido se realiza introducien-
do la muestra stevia/agua a temperatura ambiente en
un bano ultrasénico durante 6 h. La mezcla de extrac-
cion presenta dos fases. Se separo el sobrenadante con
una pipeta y se deposité en un frasco para su analisis,
el precipitado se dejo en el matraz de corazéon. La
parte del sobrenadante se filtr6é con papel filtro de poro
grande, con el proposito de eliminar restos de hoja.
Posteriormente se depositdé en un matraz, del cual se
retiré 1 mly se diluye en 100 ml, con el fin de cuanti-
ficar la clorofila presente en el sobrenadante. La parte
del precipitado resultante de la extracciéon se somete a
lavados con agua destilada; se filtré la pasta con papel
filtro y se lavé hasta que la pasta tienda a tener un as-
pecto fino desapareciendo la consistencia lodosa. Pos-
teriormente se deposita en un matraz para cuantificar
la clorofila presente en el precipitado.

Adsorcion de clorofilas usando carbén activado
(CA) como adsorbente

La parte del sobrenadante filtrado se someti6 a un pro-
ceso de adsorcion con carbén activado con el fin de
separar la clorofila de la muestra. Se utilizaron 4 mues-
tras de 50 ml de extracto con cantidades de carbén
activado de 0.5 g, 1 g, 1.5 gy 2 g, respectivamente, y
se pusieron en agitacién magnética. Para evaluar la
adsorcion de clorofilas sobre el carbon activado en
cada matraz se tomaron muestras de 5 ml del extracto
tratado con el carbén activado cada 20 min por cada
matraz. Las muestras se someten a centrifugacion a
2000 xg durante 10 min para precipitar el carbon ac-
tivado. Cada muestra se filtré con papel filtro de poro
grande. Se prepar6 una dilucién de 1 ml en 100 ml de
agua destilada para cada muestra y se evalué la canti-
dad de clorofila presente en cada muestra de 5 ml. Se
comparé la cantidad de clorofila presente en el sobre-
nadante antes de utilizar el carb6n activado.

Precipitacion de clorofilas usando hidroxido
de calcio (cal) en roca y cal grado alimenticio

La parte del sobrenadante filtrada se someti6 a un
proceso de precipitacion con cal en roca y con cal gra-
do alimenticio con el fin de separar la clorofila de la
muestra. Se utilizaron 4 muestras de 50 ml con 10 g,
15 g, 20 g, 25 gy 30g de cada uno de ellos para eva-
luar el efecto en cada matraz. Se tomaron muestras
de 5 ml cada 20 min por cada matraz. Las muestras se
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someten a centrifugacion a 2000 xg durante 10 min
para precipitar la cal. Cada muestra se filtré con pa-
pel filtro. Se preparé una diluciéon de 1 ml en 100 ml
de cada muestra para evaluar la cantidad de clorofila
presente en cada muestra de 5 ml. Se comparé la can-
tidad de clorofila presente en el sobrenadante antes de
utilizar la cal.

Cuantificacién de glucésidos retenidos
en carbén activado y cal grado alimenticio

Para determinar la cantidad de glucéosidos retenidos
durante el proceso de adsorciéon y de precipitacién se
us6 un método de cromatografia de liquidos (HPLC).
Se utilizé Moédulo de Separaciéon 1100 HP HPLC con un
controlador del sistema Agilent OpenLab Software in-
teligente, como fase movil acetonitrilo: agua (30:70),
con una columna de adsorciéon C18; detector UV-Vis a
una longitud de 205 nm, a un flujo de 1 ml por minuto,
volumen de inyeccién de 10 pL.

RESULTADOS

Cuantificacion de clorofilas totales en extractos

Se llevo a cabo el proceso de cuantificacién utilizando
un espectrofotometro de UV-VIS, para obtener los da-
tos de concentracién de clorofilas presentes en las
hojas de stevia y construir una curva de calibracion
que relacionara las concentraciones en los experimentos
de remocion de color. En la figura 1 se muestran los
resultados de clorofila A, B y C presente en las hojas
de stevia. Se puede apreciar que existe una mayor con-
centracién de clorofila tipo C en los extractos de stevia
obtenidos por ultrasonido.

Adsorcion de clorofilas con CA

Se realizaron adsorciones con cantidades diferentes de
carbén activado (0.05 g, 0.075 g, 0.1 gy 0.2 g). Se
obtuvieron los siguientes resultados de disminucion
de concentraciéon de clorofila en los extractos. En la
figura 2 se observa la adsorcion de clorofila A sobre
diferentes cantidades de carbon activado a un tiempo
maximo de 1 h de concentracion. Las mejores adsorcio-
nes fueron a los 10 min con 0.05 g de CA, la con-
centracion final fue de 5.521 mg/ml equivalente a una
remocion del 22.3% de clorofila A, para la adsorcion con
0.075 g la concentracion final fue de 5.512 mg/ml,
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lograndose una remocion del 30.12% de clorofila A.
En la figura 3 se observa la adsorcion de clorofila B
con 0.05 g de CA, la concentracion final en el extracto
fue de 3.29 mg/ml (39.24% de clorofila B adsorbido),
para 0.075 g de CA se logré una concentracion final
de 3.13 mg/ml, lo que equivale al 49% de clorofila B
removida. Para el caso de la clorofila C, se probé de
igual manera con 0.05 g, como se puede observar en la
figura 4, la concentracion final fue de 5.73 mg/ml que
equivale al 70.40% de la clorofila C total, para el proce-
so con 0.075 g la concentracion final fue de 5.06 mg/ml,
un 74% de clorofila C removida del extracto.
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Figura 1. Concentracion de clorofilas A, B y C presentes en extractos de stevia.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 2. Adsorcién de clorofila A sobre diferentes cantidades de carbén activado
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 3. Adsorcion de clorofila B sobre diferentes cantidades de carbén activado.

Fuente: Elaboracidn propia.
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Figura 5. Remocion de clorofila A sobre diferentes cantidades de cal gra-
do alimenticio.
Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 7. Remocion de clorofila C sobre diferentes cantidades de cal gra-
do alimenticio
Fuente: Elaboracion propia.

Precipitacion de clorofilas con cal

Para los experimentos usando cal grado alimenticio
se realizaron ensayos con cantidades diferentes de cal
(10 g, 15 g, 20 gy 25 g). En la figura 5 se observa la
remocién de clorofila A sobre diferentes cantidades de
cal a un tiempo maximo de 50 min. Las mejores re-
mociones fueron a los 10 min, usando 10 g de cal, la
concentracion final fue de 0.477 mg/ml equivalente
a una remocioén del 69.76% de clorofila A. La clorofila
B present6 una mejor remocion sobre 10 g de cal con
un tiempo de 10 min como se muestra en la figura 6, la
concentracion final de clorofila B en el extracto fue de
0.593 mg/ml lo cual representa una remocién del 67.4%.
En la figura 7 se observa la remocién de clorofila C,
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al igual que con la clorofila A y B la mejor remocion
se obtuvo con 10 g de cal a un tiempo de 10 min, la
concentracion de clorofila C en el extracto después del
ensayo fue de 1.857 mg/ml que corresponde al 73.75%
de la clorofila C presente en el extracto.

Determinacion del modelo de isoterma
de adsorcion

Se probaron tres modelos de adsorcion, Freundlich,
Langmuir y Brunauer-Emmett-Teller (BET), con el fin
de determinar si el proceso de adsorcién de las clo-
rofilas presentes en los extractos de stevia sobre car-
bon activado se realiza por medio de la formaciéon de
monocapas, bicapas o multicapas. Se analizaron los
resultados de la mejor adsorcién con carbon activado,
encontrandose que para la isoterma de Freundlich los
datos se ajustaron un 89.1%, para la isoterma de
BET los datos se ajustaron un 68.2% y para Lang-
miur un 100%. Como se puede observar en la figu-
ra 8, el proceso de adsorciéon con carboén activado
se realiza por medio de la formacién de monocapa,
descrito por la isoterma de Langmuir.

Determinacion de la cantidad
de glucdsidos retenidos por el CA
y por la cal grado alimenticio

Para determinar la cantidad de glucésidos retenidos en
el carbon activado y la cal grado alimenticio durante
los procesos de remocién, se us6é un método de croma-
tografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus
siglas en inglés). En la figura 9a se presenta el cromato-
grama del extracto sin pasar por alguno de los procesos
de remocion. En las figuras 9b y 9c se presentan los
cromatogramas de extractos después de pasar por el
proceso de adsorcion por carbén activado y de remo-
cion por cal grado alimenticio respectivamente.

Y = (gramos/concentracién) = 0.001039 + 0.1656 X = gramos
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S 0.0002666
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g’ 0.010 R-Sq(adj) 99.9%
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Figura 8. Ajuste de los datos al modelo de la isoterma de Langmuir para la ad-
sorcion de clorofilas sobre carbén activado.
Fuente: Elaboracién propia.
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En la tabla 1 se presentan los gramos de steviosi-
do y rebaudiésido A retenidos en el carbén activado y
en la cal grado alimenticio. Como se puede apreciar,
la cal retuvo solo el 0.2% de steviosido y el 0.66% de
rebaudiosido A.

AT G, Ig-T108 100 108 (ADADT_ATET_ 130T 113 101I% 101 DY

man ] ? a)

]
24 - |18
T | \=
[\ 53 flozy % z
g, QA JERe | ]\ -
-3 SLONRE A . N Y
L S
oy L i AR i

Figura 9. Cromatogramas de los glucésidos de la stevia. a) Sin pasar por el
proceso de adsorcion. En el tiempo 5.668 min se encuentra el pico del
rebaudiosido A, a los 5.976 min se encuentra el pico del steviésido.
b) Extracto después del proceso de adsorcion con carbén activado.
En el tiempo 5.646 min se encuentra el pico del rebaudiosido A, a los
5.964 min se encuentra el pico del steviésido. c) Extracto después del
proceso de adsorcion con cal grado alimenticio. En el tiempo 5.634 min
se encuentra el pico del reabaudiosido A, a los 5.943 min se encuentra
el pico del steviosido.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 1.
Gramos de steviosido y rebaudiosido A retenidos por el carbén activado y cal
grado alimenticio durante el proceso de remocion de clorofilas.

Gramos de Gramos de Gramos de
glucésidos sin glucodsidos glucodsidos
proceso de retenidos retenidos en
remocion de en el carbon la cal grado
clorofilas activado alimentico
Steviésido (g) 0.0826 0.0196 0.004
Ee(g)a“d“md‘) 0.4126 0.0764 0.0132

Fuente: Elaboracién propia.

DISCUSION

El uso de los compuestos de la planta stevia, princi-
palmente el steviésido y el rebaudiosido A como edul-
corantes, es una opcion totalmente viable y saludable
debido a los beneficios extras que aportan. La principal
desventaja en el uso de estos dos glucésidos es su sa-
bor amargo y herbal debido a la presencia de clorofilas
A, B, C, asi como la presencia de aceites esenciales en
el extracto. En algunos casos las hojas son pretratadas
con un solvente no polar como el hexano, con la fi-
nalidad de retirar aceites esenciales y clorofilas (Asrul,
Shazani & Ranajit, 2013). Otra forma de retirar el co-
lor es mediante el uso de éter dietilico, el cual ademas
de ser costoso es altamente toxico y aunque es posible
eliminar todo el éter de los cristales de los glucésidos,
esta operacion involucra el uso de otros solventes. Es
conocido que la clorofila se precipita en presencia de
hidréxido de calcio o pH alcalinos (Puri et al.,, 2011;
Ribeiro et al., 2001). La combinacion de la extraccion
asistida por ultrasonido y el proceso de adsorcion o de
precipitacién ha mostrado ser una alternativa eficaz,
barata y ecolégicamente amigable, pues no se requiere
el uso de solventes organicos. La extraccion asistida
con ultrasonido de los glucésidos promueve la for-
macion de fases. Ello disminuye la concentracién de
las clorofilas, debido a que estas se encuentran con-
centradas en la fase superior, constituida principal-
mente por aceites esenciales (los cuales promueven
la formacion de las fases) y clorofila. La mayoria de los
glucésidos se encuentran en la fase inferior del extrac-
to. Esto se debe a que el ultrasonido promueve la rup-
tura celular, liberando una mayor cantidad de cloro-
filas, concentrandose en la fase superior del extracto,
permitiendo tener cristales con menos presencia de
clorofilas. Durante el proceso de adsorciéon con car-
bon activado se logro retirar el 30.12% de clorofila A,
49% de clorofila B y un 74% de clorofila C, usando
0.075 g de carbon activado con un tiempo de contacto
de 10 min. Posterior a los 10 min, se observo que la

74 Vol. 27 No. 1 Enero-Febrero 2017

adsorciéon dejaba de suceder y que la concentracion
de clorofilas en los extractos volvia a aumentar por
una posible desorciéon. Este proceso de adsorcion se
ajusto a la isoterma de Langmuir, indicando que el
proceso de adsorcion se da por la formacién de una
monocapa, con una capacidad maxima de adsorcion
de clorofilas de q, = 962 mgg' y un valor de la cons-
tante de Langmuir de b = 159.413 gml™. Al igual que
lo descrito por Ensuncho et al. (2015), donde descri-
ben la adsorcién de un colorante azoico, el fenéome-
no de adsorcién de clorofilas se ajusté al modelo de
Langmuir. Castellar et al. (2013) encontraron que la
remocion del colorante azul de metileno por medio de
carbon activado se ajusté a la isoterma descrita por
el modelo de Langmuir con valores de gmax entre el
rango de 76.3 mgg! a 87.0 mgg! y valores de b entre
0.64 dm®mg'y 0.53 dm®mg!. Comparando los valores
obtenidos en la remocion de clorofilas, se puede dedu-
cir que hay una mayor afinidad del carbon activado
por las clorofilas presentes en los extractos de stevia.
Esta conclusién es similar a la obtenida por Ribeiro
et al. (2013). Al realizar una adsorciéon selectiva para
remover impurezas presentes en el aceite crudo de ve-
getales determinaron, con base en la afinidad de los
compuestos a remover, que ocurre en el siguiente
orden clorofilas>carotenoides>hidroperéxidos>produc
tos de oxidacion>acidos grasos libres. Para el proceso
de precipitacién de las clorofilas se usé cal grado ali-
menticio como agente precipitante, el mejor tiempo de
contacto fue de 10 min con 10 g de cal, lograndose un
69.76% de remocion de clorofila A, 67.4% de clorofila
B y una remocion del 73.75% de clorofila C. Ambos
procesos mostraron tener pérdidas pequenas de ste-
vidsido y rebaudiosido A, siendo la cal el material que
menos glucésidos retuvo durante el proceso de adsor-
cién, reteniendo solo el 0.2% de steviosido y 0.66% de
rebaudiésido A en comparacién con el carbon activa-
do que retuvo solo el 0.98% de steviosido y el 3.82% de
rebaudio6sido A.

CONCLUSIONES

El proceso de adsorcion y de precipitado para la re-
mocién de color generado por la presencia de clorofi-
las en los extractos de stevia mostraron ser procesos
eficaces. En el proceso de adsorciéon con carbén acti-
vado, el mejor tiempo fue de 10 min, un tiempo ma-
yor provoca que la adsorcion deje de efectuarse y se
empieza liberar la clorofila ya adsorbida. El fen6meno
de adsorcion de clorofilas se ajusta a la isoterma del
modelo de Lagmuir. El uso de la cal grado alimenticio
como material precipitante en el proceso de remocion
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de clorofilas presenté un mejor desempefo que el car-
bon activado, debido a que retir6 porcentajes mayores
de clorofila y retuvo una menor cantidad de glucésidos.
Las condiciones de operacién para el proceso de re-
mocién de clorofila en extractos usando la cal son los
siguientes: tiempo de contacto 10 min, 10 g de cal y
una temperatura de 25 °C. Ademas de ser un mate-
rial no toéxico, el uso de la cal grado alimenticio es
barato y facil de manejar.
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