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Resumen

Objetivo. Evaluar el método de extraccion con didxido de carbono supercritico con y sin la adicidon de cosolvente al sistema (mezcla
agua:etanol); para la obtencion de los glicésidos mayoritarios a partir de las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni.

Métodos. Para la extraccion supercritica se utilizd un equipo modelo SFT-150 SFE/SFR con CO» como fluido. Las variables
estudiadas fueron la temperatura, presion, el tiempo de extraccion y la presencia o ausencia del cosolvente (mezcla agua-etanol en
una concentracién 70:30 v/v), incorporado en diferentes proporciones para determinar el efecto sobre el rendimiento. La cantidad de
glucosidos edulcorantes se analizaron por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC).

Resultados. La presion fue el factor que favorecio la extraccion, la cual fue selectiva en la obtencion del Rebaudiésido A con
rendimientos no mayores que 2%. La inclusién del cosolvente consiguié un aumento en el rendimiento hasta valores de 2.9 %.
Conclusién. El CO; supercritico de manera individual y mezclado con etanol-agua como cosolvente no fue eficiente para extraer los
esteviosidos edulcorantes de Stevia rebaudiana.
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Abstract

Aim. The aim was to evaluate the supercritical carbon dioxide extraction method with and without the addition of co-solvent to the
system (mixture water: ethanol) to obtain the glycosides from leaves of Stevia rebaudiana Bertoni.

Methods. A SFT-150 SFE / SFR model with CO2 as a fluid was used for the supercritical extraction. The variables studied were
temperature, pressure, extraction time and the presence or absence of the co-solvent (water-ethanol mixture in a concentration of
70:30 v/v), incorporated in different proportions to determine the effect on yield. The amount of glycoside sweeteners was analyzed by
High Performance Liquid Chromatography (HPLC).

Results. The pressure was the factor that favored the extraction, which was selective in obtaining Rebaudioside A with yields no
greater than 2%. The inclusion of the co-solvent achieved an increase in yield to values of 2.9%

Conclusion. Supercritical CO, individually and mixed with ethanol-water as a co-solvent was not efficient to extract Stevia rebaudiana
stevioside sweeteners
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Aportacion a la literatura cientifica.

En México, los datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién reportan cifras crecientes de sobrepeso y
obesidad en la poblacion tanto infantil como adulta. La elevada ingesta de calorias en la dieta junto con un estilo de vida
sedentario, son los principales factores. Asi se puede mencionar como una alternativa el uso de la Stevia rebaudiana,
con un reciente auge de produccién en varios estados de México y que posee un poder edulcorante 300 veces mas
dulce que la sacarosa, sin aportar calorias. Sus principios activos son los esteviosidos y los rebaudidsidos, que son los
glucdsidos responsables del sabor dulce de la planta, encontrandose en mayor cantidad el esteviésido y rebaudidsido A.
En la actualidad, debido al incremento en el consumo de alimentos que sean benéficos a la salud de los consumidores,
denominados como “alimentos funcionales”, se han desarrollado investigaciones para obtener de una forma segura,
rapida y de bajo costo, las sustancias y los componentes bioactivos que los contengan. En general la extraccion de
dichos compuestos se realiza a través de solventes organicos, que no resultan muy efectivos por ser poco selectivos y
laboriosos, toxicos e inflamables. Una alternativa son los fluidos supercritico (FSC), definido como cualquier fluido que
se encuentra a presiones y temperaturas superiores por encima de sus valores criticos. Esta técnica ha demostrado su
eficacia en infinidad de aplicaciones, sin embargo, la respuesta no fue satisfactoria para la extraccion de los glucésidos
edulcorantes de Stevia rebaudiana, obteniéndose rendimientos muy bajos.

Introduccion

La Stevia rebaudiana es una planta originaria de Paraguay, con reciente auge de produccién en México, que
posee un poder edulcorante no caldrico 300 veces mas dulce que la sacarosa. Los glicésidos responsables del dulzor de
la planta fueron descubiertos en 1931 y actualmente extractos conteniéndolos son utilizados como aditivos alimentarios y
edulcorantes no caldricos por Japon y Brasil. Ademas es una planta que posee diversos componentes nutracéuticos y a
la que se le ha atribuido un potencial antidiabético '. Los compuestos responsables del dulzor de la Stevia rebaudiana
son los glucosidos de esteviol de tipo dlterpen0|de, aislados e identificados como esteviosido, esteviolbidsido,
rebaudidésido A, B, C, D, E y F y dulcésido. Estos compuestos se encuentran en las hojas de la planta en porcentajes
variables en funcion de la espeC|e las condiciones de crecimiento y las técnicas agronémicas, llegando a alcanzar hasta
el 15% de su compOS|C|on

Estos glucdsidos son considerados como dietéticos porque su estructura no es metabolizada por el organismo
humano. Asimismo presentan caracteristicas de estabilidad al calor (198-200°C), al pH, no se fermentan, son antiplacas
y anticaries, por lo que son muy recomendables para diabéticos ®. En varios estudios se ha reportado el efecto
antihiperglucemiante de S. rebaudiana y del esteviosido, tanto en modelos animales como en humanos, asi como el
efecto hipoglucemiante. Los estevidsidos reducen el exceso de glucosa en la sangre y tienden a potenciar la secrecion
de insulina en pamentes con esta enfermedad, pudiendo ser considerada como aditivo para el mejoramiento de la
regulacion de la diabetes *

Los compuestos dulces de la estevia son usados en Japon, China y Brasil y su mercado se esta extendiendo a
Europa, Canada y América Latina debido a las ventajas que ofrecen sobre edulcorantes quimicos como el aspartame,
acesulfame k, ciclamato, y sobre la sacarosa, por el aporte de calorias. En EE.UU., el rebaudiésido A y glucésidos de
esteviol altamente purificados recibieron el estatus GRAS (generalmente reconocido como seguro) en 2008 y 2009,
respectivamente, y estan siendo utilizados como aditivos alimentarios. EI Comité Mixto (FAO/OMS) de Expertos en
Aditivos Alimentarios (JECFA) establecié en 2008 elevar la IDA (ingesta diaria admisible) para los glucdsidos de esteviol
expresadas como esteviol 2-4 mg / kg de peso corporal

Muchos de los procesos de extraccion de los glu003|dos de Stevia rebaudiana se llevan a cabo en Japon y hay
muchas patentes que los describen. Las diferentes extracciones se pueden categorizar en aquellas basadas en
solventes, adsorC|on cromatografica, intercambio idnico, precipitacion selectiva, procesos de membrana, y fluidos
supercr|t|cos Los beneficios de aplicar la tecnologia de FSC en la industria de alimentos son varios, siendo la mas
relevante la respuesta a las demandas de producir sin dafar el medio ambiente, ya que en general los solventes
utilizados no son contaminantes. La industria quimica requiere solventes “verdes” para su desarrollo sostenible; los
problemas de residuos en los productos finales, los riesgos para el personal de planta y de laboratorios de los
compuestos organicos volatiles y su descarga a la atmdsfera son problemas que preocupan a la sociedad y son
cuidadosamente controlados por los gobiernos y los organismos internacionales ®. El objetivo del trabajo fue determinar
las condiciones mas adecuadas para la extraccion de edulcorantes no caldricos (glucdsidos de esteviol) presentes en
hojas de Stevia rebaudiana Bertoni aplicando técnicas de extraccion con fluido supercritico, en presencia y ausencia de
un cosolvente.

Métodos

Obtencion de la materia prima y molienda.

Se utilizaron hojas de Stevia rebaudiana Bertoni, variedad Morita Il las cuales fueron proporcionadas por el
Campo Experimental del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en el
municipio de Mococha, Yucatan, México. Las hojas S. rebaudiana obtenidas de la variedad fueron secadas a la sombra y
pulverizadas en molino dentado Thomas Wiley Model 4 (Thomas Scientific, NJ, E.E.U.U), hasta obtener una harina que
se paso por malla 60 (1 mm) y protegidas de la luz para su uso posterior.
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Extraccidon de los principales glucosidos de Stevia rebaudiana Bertoni.

La extraccion con fluido supercritico se realizé utilizando un equipo de extraccién modelo SFT-150 SFE/SFR
System. El disefio modular del SFT-150 hace que sea facil y rentable para modificar la configuracion basica adaptandolo
para satisfacer nuevas o cambiantes necesidades de aplicacion. EI SFT-150 tiene varios mecanismos de control
integrado que permite al usuario realizar una amplia variedad de tareas. Estos incluyen la posibilidad de ajustar
parametros como temperatura y presion. Tine un recipiente de acero inoxidable capaz de contener fluidos supercriticos a
presiones de hasta 10.000 psi. (68,9 MPa). El SFT-150 incorpora una bomba de alto rendimiento accionada por aire, lo
cual puede producir rapidamente altas presiones necesarias para el trabajo con fluidos supercriticos, ademas tiene
ciertos bloqueos para proporcionar las precauciones de seguridad, evitando el exceso de temperatura o condiciones de
presion excesiva. Posee una valvula restrictiva que proporciona un control preciso sobre los flujos, El flujo puede variar
de 1 a 330 ml/min (1 a 310 gramos/min) de CO, liquido en condiciones normales de funcionamiento. Aunque que el
diéxido de carbono es el mas comunmente utilizado, el SFT-150 permite al usuario la flexibilidad para trabajar con una
gran variedad de fluidos supercriticos.

El disefio experimental se baso en la metodologia de superficie de respuesta, la cual consiste en un conjunto de
técnicas matematicas y estadisticas utilizadas para modelar y analizar problemas en los que una variable de interés esta
influenciada por otras. Las variables de interés fueron la temperatura, presion, el tiempo de extraccion, la presencia o
ausencia, de un cosolvente (mezcla agua-etanol en una concentracion 70:30 v/v), este Ultimo con variaciones de
volumen incorporado para observar el efecto que genera sobre el rendimiento, definido como los g de extracto por cada
100g de stevia; y por ultimo, el uso de diferentes cantidades de estevia para conocer el efecto de la masa de muestra en
la obtencién de glucésidos.

En un primer ensayo experimental, se utilizé un disefio factorial 2% con 5 puntos centrales lo cual dio como
resultado trece corridas, esto con el fin de conocer los factores que afectaron el rendimiento, ademas de identificar la
cantidad de glucosidos extraidos sin el uso de un cosolvente. Los factores y niveles evaluados fueron: presion (200-400
bar), tiempo de extraccion (30-60 min) y temperatura (40-90 °C). Una vez obtenidos los resultados del disefio anterior se
observaron los factores que afectaron el rendimiento de extraccidon, y con base en esto, se planteé un nuevo disefio
factorial 22 con 4 tratamientos centrales teniendo como factores y niveles: la presion (200-400 bar) y la adicion del
cosolvente (10-20%). El disefio con 4 puntos centrales dié6 como resultado un total de ocho corridas experimentales. En
todos los casos el tamafio de muestra fue de 25 g de Stevia molida.

Cuantificacién por HPLC de los glucésidos edulcorantes

Se analizaron los extractos obtenidos de S. rebaudiana Bertoni variedad Morita Il por fluidos supercriticos para
cuantificar Ios glucésidos derivados de esteviol. La cuantlflcaC|on se realizd de acuerdo a la metodologia recomendada
por JECFA ° y validada por Aranda-Gonzalez et al., ° . Se elaboré una curva patron para cada glucésido con 5
concentraciones (10, 20, 30, 40, 50 pyg/mL) del estandar rebaudiésido A (Sigma 01432), (20, 40, 60, 80, 100 pg/mL)
(Sigma 01432) y (20, 40, 60, 80, 100 pg/mL) del estandar estevidsido (Sigma S3572), los cuales se suspendieron en
agua grado HPLC, filtraron con membrana de 0.45 ym y se congelaron a -20 °C hasta su uso. Las condiciones
cromatograficas fueron las que se describen a continuacion: se utilizd un equipo Agilent serie 100 con una columna Luna
5u C18 100A (Phenomenex) de 250 mm de longitud, diametro interno de 4.6 mm y tamafo de particula de 5um, la fase
movil fue una mezcla 32:68 (v/v) de acetonitrilo y solucion amortiguadora de sodio fosfato 10 mmol/L (pH 2.6), con un
flujo isocratico de 1 mL/min y detector UV a 210 nm. Los resultados cromatograficos se analizaron con el programa
Clarity version 2.7.3.498 (2000-2009). Cada muestra se analiz6 por triplicado y se determind la concentracion a través de
la ecuacion de la recta de regresién lineal construida con los estandares.

Analisis estadistico

Los datos fueron procesados mediante analisis de varianza multifactorial y analisis de regresion para determinar
las condiciones en las cuales se obtuvo la mayor cantidad de glucésidos de la Stevia rebaud|ana y los factores que
influyen en la obtencidn de estos edulcorantesde acuerdo a los métodos sugeridos por Montgomery y con la ayuda del
paquete estadistico Statgraphics plus 5.1.

Resultados

Extraccion con CO, supercritico

En la Tabla | se muestran las condiciones de cada uno de los tratamientos a los cuales se someti6 las hojas
molidas de Stevia rebaudiana B. en el reactor de fluido supercritico. Se obtuvieron rendimientos de extraccion
comprendidos entre valores de 0.14 a 1.91%.
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Tabla I. Rendimiento de extraccion de glucésios por el método de
fluido supercritico (FSC) sin cosolvente
Tratamiento Presion Tiempo (min) Temperatu | Rendimiento
ra (°C) %
(bar)
1 200 30 40 0.38
2 200 60 40 0.48
3 400 30 40 1.91
4 400 60 40 0.70
5 200 30 90 0.41
6 200 60 90 0.14
7 400 30 90 1.13
8 400 60 90 1.88
9 300 45 65 0.80
10 300 45 65 0.84
11 300 45 65 0.79
12 300 45 65 0.81
13 300 45 65 0.81

El analisis de varianza de los datos indico que el factor presion presento efectos significativos para el rendimiento
de la extracciéon ya que tuvo un valor de probabilidad (P) inferior a 0.05. El test de falta de ajuste indico que el modelo
propuesto es adecuado para los datos observados al 95.0% de nivel de confianza. De esta manera la ecuacién de la
regresion que se ajusta a los datos experimentales es:

Rendimiento = 0.966327 - 0.0506625* Temperatura + 0.552063*Presion +
0.0382875*Tiempo - 0.0078625* Temperatura*Presion + 0.226362* Temperatura*Tiempo +
0.115737*Presién*Tiempo + 0.318163* Temperatura*Presion*Tiempo

El estadistico R? indico que el modelo ajustado explica el 96.88% de los datos de rendimiento obtenidos.
La figura 1 representa la superficie de respuesta completa para los dos factores determinantes en el rendimiento
de extraccion de los glucosidos de Stevia rebaudiana B., Temperatura (°C), Presion (bar).

Superficie de Respuesta estimada
Tiempo=0.0

Rendimiento (%)

Temperatura (°C)

Figura |. Superficie de respuesta estimada para un determinado tiempo (t).
Se visualiza la importancia de la presioén para el incremento significativo en el
rendimiento de extraccion.

El rendimiento de extraccion global no fue favorable con esta metodologia, ya que no supero el 2% para ningun
tratamiento del disefio experimental, siendo el valor minimo esperado de 19% segun Aranda-Gonzalez et al., " Una
hipétesis de la posible causa del bajo aprovechamiento es que durante la extraccidn la presién del sistema no es
constante, como se mencioné anteriormente, el equipo SFT-150 funciona a través de un control manual de presion, el
cual debe manipularse durante toda la operacion para que ésta no salga del intervalo establecido. Por otro lado se cree
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que el solvente no fue afin al soluto, de tal manera que no hubo un arrastre importante de glucésidos, es decir, como el
CO, es no polar, y los glucésidos de esteviol (grupos glucosidicos) son polares, el proceso de extraccion no presentd
ninguna selectividad especifica independientemente de la presion, es por este motivo que se propone un método que
incorpora un cosolvente polar al sistema para evaluar si éste tiene algin efecto sobre el rendimiento.

Extraccién con CO, supercritico y adicion de cosolvente
En la tabla Il se muestran las condiciones y los resultados para la extraccion con CO, supercritico y la adicion de
cosolvente, es posible observar que se obtuvieron rendimientos comprendidos entre valores de 0.38 a 2.89 %.

Tabla Il. Tratamientos y resultados de la extraccion por el método de fluido supercritico (CO,
supercritico) y cosolvente (agua:etanol 70:30 v/v).
Tratamiento | Presion (bar) | Tiempo (min) | Temperatura (°C) Cosc()ol/;/)ente Rendl‘r;llento
1 200 45 75 10 0,38
2 200 45 75 20 1,12
3 400 45 75 10 2,32
4 400 45 75 20 2,89
5 300 45 75 15 0,76
6 300 45 75 15 0,88
7 300 45 75 15 0,68
8 300 45 75 15 0,77

Al comparar los porcentajes de rendimiento de extracccion en prersencia y uasencia de un cosolvente se aprecia
un incremento debido al aumento en la polaridad de la fase extractante.

El analisis de varianza de los datos reveld que el factor presion nuevamente presentos tiene efectos significativos
sobre el rendimiento de la extraccion, no asi el caso del factor cosolvente que resulté no tener efecto significativamente
estadistico sobre el rendimiento. La ecuacion de la regresion que representa los datos de este disefio es:

Rendimiento = 1.3 + 0.9275*Presion + 0.3275*Cosolvente — 0.0425*Presién*Cosolvente

El estadistico R? indica que el modelo propuesto explica el 71.55 % de los datos de rendimiento obtenidos. La
figura 2 representa la superficie de respuesta completa para los dos factores determinantes en el rendimiento de
extraccion de los glucésidos de Stevia rebaudiana B., Presion (bar) y concentracion de cosolvente afiadido (%), es decir
la representacion grafica del ajuste.

Superficie de Respuesta estimada

Rendimiento (%)

Presion (bar)

Figura ll. Superficie de respuesta estimada para un determinado tiempo (t).
Se observa el efecto de la presion sobre el rendimiento de extraccion.

Los valores del rendimiento no incrementaron de manera importante, ya que sélo se consiguié un aumento de
1% para el valor maximo obtenido, ademas se encontrd segun el andlisis estadistico, que la influencia de la adicién de
un cosolvente al sistema no fue significativa (0=0.05), sin embargo al considerar la relacion entre el cosolvente y la
presion, se consiguieron rendimientos mas altos con relaciones de cosolvente altas (20%) y presiones altas (400 bar).
Esto se puede explicar debido a que los cosolventes polares inducen cambios en la estructura de la matriz celular via
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intra-cristalina y por hinchazén osmdtica, se rompen los enlaces de analito-matriz al competir con las interacciones
polares entre la matriz y los compuestos que se extraen. Por tal motivo se propone una metodologia con un ambiente de
extraccion completamente polar y manteniendo la presion en niveles altos ya que como se observé anteriormente,
parece tener un efecto significativo en la obtencion de glucdsidos 2.

Cuantificacién por el método de HPLC de los glucésidos presentes en los

extractos

En analisis de los cromatogramas para los extractos obtenidos por fluidos supercriticos evidencid la presencia
de rebaudiésido A, sin embargo, para el estevidsido no se observd nungun pico cromatografico, es decir no se
encontraba en una concentracién detectable para esta metodologia, como resultado de una pobre extraccién. Para
corroborar esto, se procedio a fortificar las muestras con un estandar de la curva patrén (esteviésido 500ug/mL), esto
con el fin de conocer si se encontraba en cantidades importantes el glucésido, es decir, al haber un incremento en la
sefial correspondiente al estandar se podria determinar por diferencia la concentracion de estevidsido en la muestra, sin
embargo la respuesta no fue satisfactoria, de tal manera que se procedié a calcular solo la cantidad de rebaudidsido A
en los extractos obtenidos ya que este glucésido si mostraba una sefial cuantificable por este método. Por lo anterior se
procedio a cuantificar asi el rebaudidsido A en las muestras de la extraccion con CO, supercritico con y sin cosolvente.

La figura Ill muestra los resultados para la cantidad de rebaudiésido A que se pueden extraer por cada 100g de
hoja molida en las condiciones propuestas por el disefio experimental FSC sin cosolvente. En el grafico se distingue que
el tratamiento con el mejor aprovechamiento fue el que tiene las condiciones mas drasticas del disefio, es decir:
Temperatura: 90°C, Presion: 400 bar, y tiempo: 60 min, con una cantidad promedio de 5525+307 pg reb A/ 100 g de
hoja, sin embargo en el estudio reportado Aranda-Gonzalez et al., % se determiné una cantidad de 15.15 + 0.2 g
rebaudidésido A/100 g de hoja seca, lo cual pone de manifiesto que el rendimiento estd muy por debajo del esperado.

[

6000 - 5525

g

4044

e
o}
=
(1]
%]
P
e

3020

2485
2144
1850

3
]
S

435

Hg Reb Af 100 g de hoja
&
=

g

507

g 4+ ——— T —rr —
T-A0EC T-A0eC: T-A0eC: T-A08C: T-90aC; T-S0eC: T-908C; T-908C; T755C;
P00 bar; P200ber; PA00ber PAODber P200ber; P200bsr, PA0Dber, PADOber P300ber
t 30 min 80 min 30 min 80 min 30 min 80 min 30 min 80 min 45 min
Tratamiento (temperatura: "C; presion: bar, tiempo:min)

Figuralll. Cantidad de rebaudidsido A extraido con FSC por cada 100g de hoja. El resultado
de los puntos centrales se presenta como el promedio de las repeticones.

En la figura IV se presenta un analisis grafico de los distintos tratamientos y la cantidad del glucosido
rebaudidsido A para este disefio, que se pueden extraer por cada 100g de hoja de Stevia rebaudiana en las condiciones
propuestas por el disefio experimental FSC-cosolvente.

Discusion

Se obtuvieron rendimientos de extraccion comprendidos entre valores de 0.14 a 1.91% para la extraccion con
CO, supercritico, mientras que para la metodologia CO, supercritico con la adicion de un cosolvente fue de 0.38 a 2.89
%, siendo estos porcentajes de rendimiento de extraccion muy bajos para los contenidos de los glucésidos reportados en
las hojas de Stevia rebaudiana.

La metodologia de superficie de respuesta permitio identificar si los factores de cada disefio (presion,
temperatura, % cosolvente y relacidon estevia:agua) tenian un efecto significativo en el rendimiento de extraccion. Los
analisis analisis de varianza indicaron que para el disefio FSC sin cosolvente, el factor presion presentd efectos
significativos (0=0.05) sobre el rendimiento. El test de falta de ajuste mostré que el disefio describe de manera lineal a
los datos experimentales, de tal manera que la ecuacion de la regresion de los datos es de primer orden. Al construir la
superficie con la regresion de los datos se tiene que el trayecto para la respuesta estimada cambia rapidamente con un
cambio en la presién del sistema. Esto eviencia que a valores mas altos se consigue un mejor rendimiento.
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Figura IV. Cantidad de rebaudidsido A extraido por cada 100g de hoja con FSC y la

adicién de un cosolvente. El resultado de los puntos centrales se presenta como el
promedio de las 4 repeticones.

Consecuentemente se propuso el disefio FSC-cosolvente al cual se incorporé una mezcla de agua:etanol (70:30
v/v) y se mantuvo la variacion en la presion, el analisis de varianza demostré que la presion en el sistema de extraccion
tiene un efecto significativo para el rendimiento en la condiciones propuestas (a=0.05). Se construy6 la superficie con la
ecuacion de regresion de los datos experimentales, la cual, segun el test de falta de ajuste es de primer orden, esto
indica que se producen cambios importantes en la medida que se incrementa la presion, mientras que un cambio en la
concentracion de cosolvente no afectd de manera relevante al porcentaje de extraccion. Lo anterior se puede explicar en
términos de polaridad ya que como el CO, es un compuesto no polar, en el proceso de extraccion no presenté ninguna
selectividad especifica independientemente de la presion, mientras que la adicion de la mezcla de agua-etanol como una
cosolvente polar deberia mejora la solubilidad de los glucésidos y en consecuencia su extraccion.

Al considerar la relacion entre el cosolvente y la presion, se consiguieron rendimientos de extraccidon mas altos
con relaciones de cosolvente de 20% y presiones altas (400 bar). Lo anterior se debe a que los cosolventes polares
inducen cambios en la estructura de la matriz celular via intra-cristalina y por hinchazén osmética, se rompen los enlaces
de analito-matriz al competir con las interacciones polares entre la matriz y los compuestos que se extraen '

En un estudio realizado para la extraCC|on con fluido supercritico y analisis por cromatografia Iqu|da acoplada a
espectrometria de masas de los estevidsidos '°, se encontré que el aumento de la temperatura y la presion no tuvieron
un efecto importante para la eficiencia de extracmon mediante FSC para el esteviésido, mientras que en el estudio de
extraccion con CO, supercritico ', los efectos de la temperatura y el cosolvente fueron significativos para el rendimiento,
cabe contrastar que para las dos metodologias de extraccion con fluidos supercriticos propuestas en este trabajo (FSC y
FSC-cosolvente), el factor presion fue el que manifestd tener efectos significativos en términos de rendimiento.

De acuerdo con los resultados del analisis de HPLC de los extractos de S. rebaudiana B. variedad Morita Il
cultivada en Yucatan, en la metodologia FSC se determiné una cantidad de 5.52+0.31 mg Reb A/100 g de hoja, para el
disefio FSC-cosolvente se tiene la cantidad maxima extraida de 11.78+0.20 mg Reb A/100 g de hoja. Siendo estos
ultimos, los valores mas altos encontrados en los disefios evaluados.

Segun Erkucuk et al., ™ los rendimientos mas altos obtenidos son 4110 mg estevidsido/g de hoja y 1880 mg
rebaudiosido A/g de hoja bajo las condiciones 250 bar, 80°C, usando 20% de cosolvente (etanol-agua (70:30 v/v),
mientras que para el disefio FSC-cosolvente (agua:etanol 70:30 v/v) la cantidad maxima extraida fue de 11.780+0.199
mg reb A/100 g de hoja, por lo que se observa una diferencia importante, es decir se obtuvo 100 veces menos del
glucdsido rebaud|03|do A en la metodologia propuesta en este estudio.

Liu et al., " estudiaron la extraccién con fluidos supercriticos de S. rebaudiana utilizando metanol como
cosolvente e mformaron de una alta eficiencia de extraccion. Aunque el metanol es de los cosolventes mas usados, se
evité en este estudio, ya que no es un solvente GRAS (generalmente considerado como seguro). En lugar de metanol se
utilizé una mezcla agua:etanol (70:30) como cosolvente con el fin de aumentar la polaridad en el sistema.

El proposito de la utilizacion de un cosolvente para la metodologia FSC-cosolvente fue incrementar el
rendimiento de extraccion de compuestos polares, como lo son los glucésidos de esteviol. El uso del cosolvente redujo la
absorcién de solutos polares en la superficie de las matrices polares con lo que podria mejorar la hinchazon de la matriz
para acelerar la difusion de los analitos fuera del sistema, sin embargo, la respuesta no meJoro significativamente, es
decir, los rendimientos y cantidad de glucésidos obtenidos no fue la esperada ° . Pol et al., '’ compararon dos solventes
(agua y etanol) para la extraccion a altas presiones, los resultados de los métodos fueron, el extracto acuoso contenia
41.96 mg esteviosido/g hoja de estevia y 22.53 mg rebaudiosido A/g hoja de estevia, mientras que los valores de estos
glucésidos fueron 33.76mg/g y 14.84 mg/g respectivamente para los extractos en etanol.
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Conclusiones

La utilizacion de fluidos supercriticos como una estrategia experimental para la extraccion de glucésidos
educlcorantes de Stevia rebaudiana planteaba la posibilidad de realizar procesos mas efcientes, con menor nimero de
experimentos y que brindaran mayor informacion acerca del comportamiento del sistema, asi como una reduccion el
impacto ambiental por el uso de menos solventes, y una optimizacion de la técnica de extraccion de los glucésidos de
esteviol. Sin embargo, a pesar de los beneficios de la metodologia FSC, como el de ofrecer productos libres de
solventes, en contraste con los generados por métodos convencionales, en este trabajo se encontré un menor
aprovechamiento en la extraccion de glucésidos de esteviol en las condiciones propuestas por el disefio experimental
utilizando CO2 como fluido supercritico con y sin la adicion de un cosolvente.
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