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Optimizacion del blanqueamiento de un extracto acuoso de estevia (Stevia
rebaudiana B.) con carbén activado y Celite 545®

Felipe Andrés Arguello Valle

Resumen. Edulcorantes no caldricos derivados de Stevia rebaudiana son utilizados como
sustitutos de endulzantes industriales por sus beneficios nutricionales. El objetivo fue
optimizar el blanqueamiento de un extracto acuoso de estevia (EAS), obtenido a través de
membranas, mediante una técnica de adsorcién con carbén activado y Celite 545® (tierra
diatomea). El estudio constd de cuatro fases. En la fase uno se determind el acido idoneo a
utilizar en el modulo de adsorcién y en la dos se caracterizd el extracto crudo y un
edulcorante comercial blanqueado; ademas, se determind el pH idéneo para conducir el
modulo de adsorcion. En la fase tres se optimizd el blanqueamiento mediante la
metodologia superficie repuesta con un disefio tipo centro rotacional de segundo orden y en
fase cuatro se compar0 el EAS optimizado con la materia prima. Las variables
independientes fueron: concentracion de Celite 545® (0-1%), concentracion de carbén
activado (0.16-1.84%) y tiempo de adsorcion (4.95-15.05 minutos). Las variables
dependientes fueron acidez, densidad, color, indice de blancura (IB), indice de
empardeamiento (IE) y eficiencia de decoloracion (ED). Se determind que el &cido idoneo
fue el &cido citrico con una eficiencia de decoloracién de 77%. El valor 6ptimo se obtuvo
a concentraciones de 1% de Celite 545®y 1.84% de carbén activado con 15.05 minutos de
adsorcion. Para determinar los puntos que optimicen el blanqueamiento del extracto acuoso
de estevia, se debe dislocar el punto central de las concentraciones de Celite 545® y de
carbon activado, asi como del tiempo de adsorcién.

Palabras clave: Adsorcion, edulcorantes, pigmentos, superficie respuesta.

Abstract. Non-caloric sweeteners such as those derived from Stevia rebaudiana are used
as substitutes for industrial sweeteners for their nutritional benefits. The aim of this study
was to optimize the bleaching of an aqueous extract of stevia (EAS) obtained through
membranes by an adsorption technique with activated charcoal and Celite 545®
(diatomaceous earth). The study consisted of four phases. In phase one the ideal acid to be
used in the adsorption module was determined, while in phase two the raw extract and a
bleached commercial sweetener were characterized, in addition, the ideal pH was
determined to drive the adsorption module. In phase three, bleaching was optimized using
the surface response methodology central rotational type of second order composite, and in
phase four the optimum EAS was compared with the raw extract. The independent variables
were: concentration of Celite 545® (0-1%), activated charcoal (0.16-1.84%) and adsorption
time (4.95-15.05 minutes). The dependent variables were acidity, density, color, whiteness
and browning index and decolouration efficiency. It was determined that the suitable acid
was citric acid with a decolouration efficiency of 77%. The optimum value was obtained at
concentrations of 1% of Celite 545® and 1.84% of activated charcoal with 15.05 minutes of
adsorption. To determine the points that optimize the bleaching of the aqueous stevia
extract, the central point of the concentrations of Celite 545® and activated charcoal, aswell
as adsorption time, must be dislocated.

Key words: Adsorption, pigments, surface response, sweetener.
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1. INTRODUCCION

El incremento en el consumo de sacarosa se relaciona con problemas nutricionales y
medicinales (Johnson et al. 2010). Desordenes metabdlicos, obesidad tipo dos e
hipertension, son solo algunas de las patologias desarrolladas por nifios y adultos en todo
el mundo (Anton et al. 2010, Jeppesen et al. 2002). Estas complicaciones se atribuyen
parcialmente al incremento en la disponibilidad de alimentos densos energéticamente asi
como también a la tendencia de utilizar edulcorantes a base de fructosa en una amplia gama
de bebidas ultra procesadas, de las cuales el humano moderno obtiene hasta un 44% del
total de agua que necesita a diario (Barros et al. 2007). Se le llama edulcorante a cualquier
sustancia que mimetice la sacarosa. Los edulcorantes no caldricos son necesarios como
sustitutos de azdcar de mesa y endulzantes industriales de uso masivo (Rao et al. 2012,
Daciw 2005).

Stevia rebaudiana es una planta nativa de Suramérica en cuyas hojas se depositan ocho
glucosidos di terpenos conocidos como estevidsidos. Estos son de 100 a 300 veces mas
dulces que la sucrosa. Este compuesto quimico y termoestable, es usado mundialmente
como edulcorante, sustituto del azicar y modificador de sabor; ya que no fermentan, son
inodoros y muy solubles en agua (Giraldo et al. 2005). Sus ventajas sobre los edulcorantes
comerciales son: bajo nivel calorico, propiedad antiviral y antibacterial, el hecho de no ser
toxico o muta génico en humanos, Y distintas propiedades terapéuticas (Puri et al. 2011).

La concentracion de esteviosidos en un extracto cualquiera depende del método de
extraccion y las técnicas empleadas para aislarlos, purificarlos o clarificarlos. Everest Foods
desarroll6 un flujo de procesos que recopila aquellos pasos que mas éxito han tenido en
crear un edulcorante con las caracteristicas comerciales deseadas (blanqueado total),
implementando: extraccion acuosa, doble filtrado: arena y carbon activado (remover
materia organica suspendida) y ultra/nano filtrado para concentrar esteviosidos.

El purificado por ultra y nano filtracion son operaciones unitarias delicadas que implican
presion. Su funcién es separar compuestos por pesos. Cada membrana tiene un corte de
peso molecular (CPM), un nimero expresado en Daltons que indica el peso molecular de
un compuesto hipotético que sera descartado en la separacion a un porcentaje dado (Sevak
et al. 2014). El nano filtrado es el Ultimo proceso del extracto en el procesamiento de
Everest Foods, de este se recupera un concentrado rico en estevidsidos (CRE) con el perfil
de dulzor deseado.

No obstante, dicho concentrado tiene una coloracion pardo olivo que entorpece su perfil
comercial. A pesar de la cantidad de estudios y tecnologias disponibles, es todavia
demandante aislar los esteviésidos de impurezas en medios acuosos por su bajo peso



molecular (600-1500 Da) (Rao et al. 2012). Los responsables de la coloracion son:
compuestos fendlicos y pigmentos, entre ellos taninos hidrosolubles, clorofilas, xantofilas
y carotenoides (Ramakrishnan et al. 2010). Los esteviosidos no tienen dispersion especifica
en el agua, se aglomeran en racimos, confiriendo amargura e interactuando con materia no
deseable (Jinjang et al. 2012). Esta coloracion le impide ser comercialmente aceptado. Es
necesario conducir un proceso de blanqueamiento posterior enfocado en remover estos
compuestos sin tener mayor impacto en los costos.

En virtud de su simplicidad vy facilidad de empleo, la adsorcion con tierras adsorbentes
resulta una de las técnicas mas empleadas en la remocion de color a nivel industrial. Por su
minima generacion de subproducto y bajo costo (Castellar et al. 2013), las adsorciones se
consideran como el método més eficaz para decolorar disoluciones acuosas sopesandolo
ante aquellos métodos quimicos, biologicos y fisicos disponibles.

La adsorcion es un proceso fisico quimico donde se transfiere, selectivamente, un
componente en liquido o gas (adsorbato), a un solido (adsorbente), en un tiempo
determinado. El tiempo Yy la seleccion correcta del material adsorbente hacen la diferencia
entre una buena o mala separacion. Algunos atributos del adsorbente son: capacidad,
selectividad o cinética de adsorcion. El método de adsorcion puede ser dindmico o en lotes.
Conducirla atraves de lotes permite medir la eficacia en eliminar compuestos especificos
conociendo la cantidad de material adsorbente agregado (Ortega et al. 2013).

Por su area superficial (500-2000 m?/g) y grupos funcionales oxigenados, los carbones
activados se emplean en diversos procesos industriales de purificacion y recuperacion
quimica. Con carbon activado, Cortés et al. (2016) a concentraciones de 0.05% reportaron
remociones de clorofila de hasta 46%; Rajab et al. (2009) concluyeron en la eficiencia del
uso de carbdn activado para remover fenoles y clorofilas en extractos de estevia; ambos
obtienen productos cristalinos. En su extracto Ding et al. (2011) determinaron que el 6ptimo
de carbon activado que mejora el blanqueo es de 5%. Mas adelante Abelyan et al. (2010)
sugieren un aumento de eficiencia al combinar carbdn activado con arcillas. Celite es una
tierra diatomea efectiva en remover impurezas; su composicion es de 80-90% de silice, 4%
de arcilla y hasta 2% de déxidos de hierro. El modelo propuesto por Rajab et al. (2009)
resulta en un producto clarificado al integrar 5% de celite.

Debido a la diferencia en la técnica de extraccion y composicion de la materia prima, los

rangos provistos por literatura como Optimos para decolorar, son solo importantes

delimitaciones en nuestro estudio; no son realmente la respuesta exacta para el extracto

vegetal obtenido por Everest Foods. Se necesita experimentacion preliminar para validar

un rango especifico. Los objetivos del estudio fueron:

e Diseflar un sistema de blanqueamiento para el extracto de estevia que no interfiera con
el perfil natural del producto.

e ldentificar el punto Optimo de las variables independientes que maximicen el
blanqueamiento del concentrado rico en esteviosidos (CRE).

e  Comparar el producto 6ptimo con un edulcorante comercial blanqueado y el CRE
intacto.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio.

El estudio consto de cuatro fases. Las fases uno y dos fueron preliminares. La materia prima
utilizada (concentrado rico en estevidsidos: CRE) para fase uno es diferente que el utilizado
en las fases dos, tres y cuatro. Las extracciones del CRE se realizaron en Everest Foods y
los analisis en el Laboratorio de Andlisis de Alimentos Zamorano (LAAZ), en la Escuela
Agricola Panamericana. Ambas facilidades con sede en el departamento Francisco
Morazan, Honduras. La primera fase, fue de caracter exploratorio y sirvio, a través de
pruebas preliminares e investigacion literaria, para establecer una técnica de blanqueado
que mejor se pudiera ajustar a los limites del LAAZ y deseos de Everest Foods (“natural”
y bajo en costo). Para la segunda fase se caracterizd la materia prima y se determinaron
parametros ideales para conducir la técnica de blanqueamiento. La fase tres trata de la
optimizacion de las variables independientes en el blanqueado del extracto a través de
metodologia de superficie de respuesta, donde se obtuvo los valores &ptimos que
maximizan el blanqueado del CRE. La cuarta y ultima fase consistid en la comparacion del
concentrado de estevia clarificado obtenido con los valores 6ptimos derivados de fase tres,
con un edulcorante comercial blanqueado y el concentrado rico en estevidsidos (CRE)
intacto caracterizados en fase dos.

Obtencion del concentrado rico en esteviésidos.

Preparacion del extracto acuoso de estevia. El extracto se prepar6 con una relacion hoja
seca: agua del 1:10. Esta relacién es conveniente para reducir sélidos solubles pesados y
evitar liquidos viscosos que dificulten el filtrado posterior. Se coloc6 5 kg de hojas de
estevia, secas al sol y minimamente trituradas en un saco de fibra de polietileno. Las hojas
fueron suspendidas y cocidas en una marmita con 60-65 L de agua a 75 °C de temperatura
y agitacion parcial. Para mejorar eficiencia de extraccion, la decoccion se repitid tres veces
con un solo parametro modificado, tiempo, que se establecié de tres, dos y media hora por
repeticion. La triple decoccién continua aumenta el rendimiento de obtencion de
estevidsidos en el producto final (Sevak et al. 2014).

Se homogenizaron los caldos de las tres decocciones en un tanque pulmén. Luego de siete
horas, el resultado de la decoccion de las hojas fueron aproximadamente 180 L de caldo
caliente (70 °C) con un pH de entre 5.70 a 5.80 segun coccidén con coloracion pardo olivo,
y, hojas cocidas sin la minima presencia del dulce al gusto.

Aislamiento y purificacion de esteviosidos. Después de 16 horas, el caldo se encuentra a
31°Cy pH de 5.90. Se traslada a la marmita de decoccion, que se conecta por flujo semi-



continuo, a un sistema de separacion que consta de dos filtros profundos (arenas y carbdn
activado) y un filtro laminar de nylon. Se lavaron y purgaron los filtros. La filtracién dura
25 minutos y el caldo cae en un tanque pulmon (29 °C, pH de 5.70). Este es un
pretratamiento para el uso de las membranas. Se logra remover sélidos suspendidos,
escombros celulares, geles promotores de la formacion de sustancias poliméricas y materias
cerosas. El resultado son aproximadamente 170 L de caldo filtrado, libre de particulas
suspendidas aparentes y todavia, de opaco color verde oscuro a 29 °C y 5.90 de pH.

Proceso de ultra (UF) y nano (NF) filtrado. El extracto de estevia (170 L) se sometio a
UF con una membrana marca General Electric serie PW a base de poliéter sulfona, este es
el material deseable para conducir UF. Su CPM es de 10 kDa. Se operé en modo de lotes,
con reciclaje completo del rechazo usando la técnica de diafiltracién para mantener el flujo
y presion constantes. Se trabajé a una presion manométrica de 80 psi lo que garantizd una
proporcion Optima de salida de rechazo y permeado siendo de 70 y 30%, respectivame nte.
Se determind hacer tres reciclajes del rechazo, el resultado fue un liquido amarillento claro,
donde se logra eliminar pigmentos, proteinas, almidones y flavonoides de mayor peso
molecular que los estevidsidos. El pH del permeado final es de 5.86 y el rechazo todavia
posee una cantidad significativa de esteviosidos.

El permeado claro (60 L aproximadamente) se sometio a NF con una membrana marca
General Electric serie DK, a base de poliamidas de filmes finamente compuestos, idoneo
para los procesos de NF. Su CPM es de 300 Da. Se trabajé a presion manométrica de 100
psi para recolectar una solucion altamente concentrada en esteviosidos. Por su peso
molecular, en procesos de NF los estevidsidos fluyen a través del rechazo/concentrado el
agua sale evacuada del permeado a una proporcion 80:20. De aproximadamente 60 L
alimentados a NF, resultaron 4 L de concentrado rico en estevidsidos con un perfil de dulzor
deseable, el permeado fueron 56 L de agua incolora y simple que se descartd. El
concentrado rico en estevidsidos wvuelve a tomar una coloracion verde-parda opaca que
podria considerarse incluso méas oscura que el extracto crudo sin filtrar.

Fase 1. Preliminar.

Edulcorante comercial blanqueado Santiveri®. En la primera visita a Everest Foods se
evaluaron algunas caracteristicas de un edulcorante comercial blanqueado. En Honduras no
existe edulcorante comercial liquido a base de estevia que este blanqueado en su totalidad.
Encontrarse con un producto de este tipo y poder extraer sus caracteristicas supone un
importante punto de partida para el investigador con falta de modelos y conocimiento
previo. El edulcorante Santiveri® se encontraba a un pH de 3.20 y poseia dentro de sus
ingredientes el &cido citrico, ambos datos delimitaron los estudios posteriores en fase uno.

Experimento de la acidificacion. Para determinar el &cido modificador del pH del
concentrado en la optimizacion en fase dos, se evalu6 el efecto de siete acidos en el color
del concentrado.



Para el ensayo se usaron ocho tratamientos (siete acidos y un control). Se destinaron tres
viales de 2 mL de concentrado para cada acido, cada analito se acidifico a un pH estandar
de 3.2 usando un potenciémetro Orion 3 STAR marca Thermo Scientific previamente
calibrado. El valor de pH se determind considerando el pH de un edulcorante comercial
blanqueado. La cantidad de &cido usada en cada vial fue similar para cada &cido y no superé
méas de medio gramo por acido. El cuadro 1 detalla los acidos utilizados en el ensayo.

Cuadro 1. Acidos utilizados en el experimento de acidificacion.

Acidos Marca Presentacion
Barbitdrico Sigma Aldrich Polvo
Citrico Thomas Scientific Granular
Benzoico JT Baker Granular
D-Isoascérbico Sigma Aldrich Polvo
L-Ascorbico Sigma Aldrich Polvo
Nitriotriacético Kodak Polvo
Tanico Sigma Aldrich Polvo

Anélisis del color. Se llevd acabo enun colorimetro Hunter L a b Modelo 45/0 en la escala
CIELAB mediante el método AN 1018.00. Cada tratamiento se evalué por triplicado,
homogenizando la muestra previo a la lectura y colocando el analito en una taza especial
para liquidos. Los resultados se presentaron como la media de 5 mediciones en la escala de
triple estimulo (L*a* b*) donde: L* es luminosidad (0 oscuro y 100 claro); a* es escala
rojo/verde (-60 verde y +60 rojo) y b es la escala amarillo/azul (-60 azul y +60 amarillo).

Los valores de los atributos L a b se introdujeron en las ecuaciones 1, 2, 3 y 4, propuestas
por Gasmalla et al. (2015) y Montoya et al. (2012) para derivar otras caracteristicas del
color: matiz (H°), indice de blancura (IB) e indice de empardeamiento (IE).
H° = tan''[b/a] [1]
IB =100 — [(100 — L)? +a2 +b2]12  [2]
IE = [100(x — 0.31)]/0.172 [3]
Donde:
x=(a+ 1.75L)/(5.645L +a—3.012b) [4]
Si se solicitara identificar el color de un objeto, la respuesta que se diera seguramente seria

el del matiz (H°®), este representa la percepcion del color, se reporta en angulo y se interpreta
cualitativamente (Figura 1).
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Figura 1. Representacion grafica de la gama de matices segin su angulo.

Analisis de absorbancia. La absorbancia de los tratamientos sometidos a acidificacion fue
medida con un espectrofotdmetro marca Thermo Scientific modelo GENSYS 5 UV-Visible
con el método AOAC 962.13.

Eficiencia en decoloracion. Se midié absorbancia a 420 nanémetros (nm) como un indice
de impurezas de color o eficiencia de decoloracion (ED). La (ED) fue calculada al
determinar el porcentaje de reduccién en la absorbancia de la solucién usando la ecuacion
5 (Fuh and Chiang 1990).

ED (%) = (Ao— A7) / Ao x 100 [5]

Donde A, y As fueron las absorbancias de las muestras a 420 nm antes y después del proceso
de acidificacion. Para obtener una lectura viable en el espectrofotometro se diluyd 1 mL de
cada tratamiento en 3 mL de agua, sometidos a agitacion en vortex y se realizaron tres
repeticiones por tratamiento. La absorbancia inicial fue de 0.608.

Analisis estadistico. Se utilizd un andlisis de varianzas (ANDEVA) con disefio
Completamente al Azar (DCA) mas una separacion de medias Duncan con nivel de
probabilidad del 5% para determinar si existieron diferencias entre los concentrados
acidificados y un control intacto, usando atributos y caracteristicas colorimétricas como
variables respuesta. La herramienta de andlisis utilizada fue el programa estadistico SAS®
version 9.4.

Fase 2. Preliminar. Caracterizacion del edulcorante comercial blanqueado Santive ri®
y el CRE intacto.

Analisis de color. ldéntico a fase uno.



Analisis de densidad. Se pesdé una cantidad en un volumen dado con una pipeta
volumétrica. El procedimiento se repitid tres veces a temperatura ambiente. Luego se hall6
el promedio de las observaciones y se calculo densidad por el cociente de la masa entre el
volumen (Rosabal et al. 2006).

Analisis de pH. Se evaluaron las muestras por medio de un potencidmetro Thermo
Scientific Orion 3 STAR mediante el método AOAC 981.12. Se midid por triplicado
reportando los resultados para su posterior analisis.

Comparacion colorimétrica entre tratamientos previo y posteriormente acidificados
para determinar valor de pH idoneo para conducir el modulo de adsorcion. Para
identificar el valor de acidez idoneo al cual el extracto debe ser adsorbido para maximizar
el blanqueamiento, se condujo una prueba donde seis viales de 40 mL se acidificaron antes
y después de la adsorcion, adsorbiéndose en trios a dos pH distintos: 3.2 y 5.9, acidificando
este Gltimo luego del médulo de adsorcién para estandarizar las muestras. Se utilizaron
condiciones del punto central (Cuadro 2) y los parametros y equipos (Cuadro 4 y 5)
descritos en la metodologia de la fase tres.

Anélisis de color. Similar al de fase uno excluyendo el angulo de tono.

Anélisis estadistico. Se utilizo un analisis discriminativo de disefio apareado con una
prueba T para muestras apareada. La herramienta de andlisis utilizada fue el programa
estadistico SAS® version 9.4.

Fase 3. Optimizacién del blanqueamiento del CRE.

Disefio experimental. Para la evaluacion de las variables independientes, % de CELITE
545%®, 9% de carbdn activado y tiempo de adsorcion se aplica una metodologia experimental
de disefio factorial con método de superficie de respuesta central compuesto de tercer orden
con una probabilidad de significancia del 10% (Rodrigues y lemma 2015). Los parametros
del proceso fueron codificados (-1, 0, 1) y se calcularon de acuerdo a la ecuacion 6.

. . Z
Xi —(XL—E) [6]
Donde:
xi = Valor codificado de la variable xi.
Xi = El valor real de la variable.
Z = Valor real de la variable en el punto central.

AXi = Intervalo de la variable xi.
Este modelo presenta dos niveles de variables axiales, que son codificados como + ay — o.

El valor alfa depende del nimero factorial (F=2K) del disefio del nimero de variables
independientes (K=3), en el caso de este experimento se define por la ecuacion 7.

£ o= (F)i= (2k)4i= 1.682  [7]



El nimero de tratamientos del experimento se basé en un disefio factorial competo
(ecuacion 8).

n=2+2k+m [8]

Dénde:

2X = Numero de puntos factoriales.

2K = El valor real de la variable.

m = Numero de repeticiones del punto central.

Los tratamientos se distribuyeron de la siguiente forma:
2k=23 =8 puntos factoriales.

2k = 2x3 = 6 puntos axiales.

m = 6 repeticiones del punto central.

Total = 20 unidades experimentales.

Control. Para este estudio los controles fueron el concentrado intacto rico en esteviosidos
(CRE) intacto, resultado de la nano filtracion y un edulcorante comercial blanqueado con
8.1% de concentracidn de rebaudiosido A (analogo de estevidsido).

La amplitud en el rango de las variables se determind a base de literatura consultada,
ensayos preliminares y experiencia del investigador. El punto central se determiné
ajustando los resultados reportados por (Rajab et al. 2009), (Ding et al. 2013) y (Cortés et
al. 2016) para % de celite, % de carbon activado y tiempo de adsorcién. Cabe destacar que
cada estudio propone 6ptimos diferentes, pero, dentro de limites similares. Por lo tanto, fue
necesario hacer ajustes tomando en cuenta la novedad del sistema propuesto. Para el analisis
de los resultados del estudio el método describe el efecto de la combinacién de variables
independientes (XK), la variable dependiente o la respuesta (Yi). La respuesta fue en funcion
de los niveles donde las variables independientes fueron combinadas. Definidas por
(Rodrigues y lemma 2015) con la ecuacién 9.

YieF(X1, Xouounnnn. , Xk)  [9]

Cada respuesta se ajustd a través de un analisis de regresion lineal con un polino mio
cuadratico de las variables (Xk) para cada respuesta (). El termino general que se utilizo6
para predecir el efecto de cada respuesta se describe con la ecuaciéon 10.

Yi=Bo+B1X1+B2X2+B3X3+B11X12+B22X22+B33X32+B12X1X2+€  [10]

Donde:

Yi = Funcion respuesta;

X1, X2 = Valores de las variables independientes;

Bo = Coeficiente relativo a la interpretacion del plan con la respuesta en el gje;
B1, B2, B3 = Coeficientes lineales estimados por el minimo de cuadrado;

B11, B22, B33 = Coeficientes de variables cuadraticas;

B12, B13, B22 = Coeficiente de interaccion entre las variables independientes;

€ = Error experimental.



El Cuadro 2 presenta los niveles decodificados para -1, 0, +1y para los valores axiales (-a
y +a) de las variables independientes del experimento.

Cuadro 2. Niveles de variables independientes para el blanqueamiento del concentrado rico
en esteviosidos (CRE).

_ Niveles

Variables 11,682 1 0 1 +1.682
Celite (%) (X1) 0.00 0.30 0.50 0.70 1.00
Tiempo (min) (X2) 4.95 7.00 10.00 13.00 15.05
Carbon (%) (Xa) 0.16 0.50 1.00 1.50 1.84

El cuadro 3 describe los valores reales y codificados del disefio experimental completo con
tres variables independientes. Las variables dependientes fueron: Indice de blancura vy
eficiencia de decoloracion.

Cuadro 3. Composicion del disefio experimental.

Niveles Codificados Niveles Reales
Tiempo de  Carbdn
adsorcién  Activado Tiempo de  Carboén
Celite (%)  (min) (%) adsorcion  Activado
Tratamientos X1 X X3 Celite (%)  (min) (%)
1 -1 -1 -1 0.30 7.00 0.50
2 1 -1 -1 0.70 7.00 0.50
3 -1 1 -1 0.30 13.00 0.50
4 1 1 -1 0.70 13.00 0.50
5 -1 -1 1 0.30 7.00 1.50
6 1 -1 1 0.70 7.00 1.50
7 -1 1 1 0.30 13.00 1.50
8 1 1 1 0.70 13.00 1.50
9 -1.682 -1 0 0.00 7.00 1.00
10 1.682 -1 0 0.50 7.00 1.00
11 0 -1.682 0 0.50 4.95 1.00
12 0 1.682 0 0.50 15.05 1.00
13 0 0 -1.682 0.50 10.00 0.16
14 0 0 1.682 0.50 10.00 1.84
15© 0 0 0 0.50 10.00 1.00
16© 0 0 0 0.50 10.00 1.00
17© 0 0 0 0.50 10.00 1.00
18© 0 0 0 0.50 10.00 1.00
19© 0 0 0 0.50 10.00 1.00
20© 0 0 0 0.50 10.00 1.00

©: Punto central del experimento.



Ensayo de la adsorcion.

Adsorbato. El concentrado rico en esteviosidos (CRE) fue suministrado por la empresa
Everest Foods usando su depurada técnica de extraccion y purificacion descrita
anteriormente en materiales y métodos.

Adsorbente. Se utilizd carbon activado en polvo (PAC) marca Norit®. Este se utiliza en
remocion de organicos y metales pesados a nivel industrial. (Ribeiro et al. 2001),
blanqueando un aceite vegetal, determind que el carbon en polvo tiene mayor afinidad para
clorofilas, feofitinas, carotenoides y compuestos fendlicos como hidroperéxidos que sus
contrapartes granulares (GAC). Para usarlo en el sistema se lavd con agua destilada y se
secd en un horno de aire convectivo a 100 °C por 12 horas (Ortega et al. 2013).

Junto al carbon se utilizd CELITE 545®, un filtrante y purificador con capacidad de adsorber
lipidos cuticulares y con cierto porcentaje de arcilla activada en su composicion, lo que
propulsa la eficiencia del carbén activado favoreciendo la retencion de particulas en
suspension. Para usarlo en el sistema se hidratd previamente con agua destilada (Rejab et
al. 2009).

Estudio en lote. El cuadro 4 detalla los parametros de operacion estandarizados, ocupados
para conducir el modulo de adsorcion, con su respectiva bibliografia. La reaccion de
adsorcion se llevd a cabo utilizando agitaciobn magnética en vasos de precipitado (Ribeiro
et al. 2001). El equipo utilizado se detalla en el cuadro 5.

Cuadro 4. Ajuste de los valores para cada parametro utilizados en el médulo de adsorcion
y su justificacion,
Parametros Valores Referencias

Volumen del vial (mL) 40 Monte et al. 20158
Ding et al. 20138

Masa de carbon activado (%) 0.16 -1.84 Cortés et al. 20168
Masa de celite (%) 0-0.7  Rejab et al. 20098
A Cortés et al. 2016
Temperatura de adsorcion (°C) 25 Ortega et al. 2013
pH de adsorbato 3.5 Ensayos preliminares
Velocidad de agitacion 10 Méaximo permitido
Tiempo de centrifugado (min) 12 Abelyan et al. 2010
Velocidad de centrifugado (rpm) 6,000 Méaximo permitido

8 Valores modificados.
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Cuadro 5. Equipo utilizado para conducir adsorcion.

Equipo Marca/Modelo

Potencidmetro Thermo Scientific/ Orion 3STAR
Agitador de plancha caliente Thermo Scientific/Cimarec
Centrifuga VWR/Symphony 4417R
Cronémetro Thomas Scientific/NIST Traceable
Balanza OHAUS/Adventurer

Bomba de vacio BUCHI/V-710

Filtros Whatman/1002042 Grade 2
Horno de secado Fisher Scientific/13-247-750F

Analisis de pH. Se evaluaron las muestras por medio de un potencidmetro Thermo
Scientific Orion 3 STAR mediante el método AOAC 981.12. Se midi6 por triplicado
reportando los resultados para su posterior analisis.

Anélisis de densidad. Se pes6 una cantidad en un volumen dado con una pipeta
volumétrica. EIl procedimiento se repitid tres veces a temperatura ambiente. Luego se hallo
el promedio de las observaciones Y se calculd densidad por el cociente de la masa entre el
volumen (Rosabal et al. 2006).

Anélisis de color. Se utilizd la misma metodologia empleada en fase uno omitiendo el
analisis del angulo de matiz (H°).

Anélisis de absorbancia. Se utilizd la misma metodologia empleada en fase uno utilizando
un espectrofotdmetro diferente (Agilet Techonogies Carry 8454 UV-VIS) calibrado con un
blanco de agua destilada.

Analisis estadistico. Se utilizd el programa Statistica version 7.0 para analizar las variables
independientes, obtener los coeficientes de regresion y los valores para la elaboracion de
gréficos de superficie de respuesta. Para denominar al modelo predictivo en la
interpretacion de datos, R? debe ser mayor a 0.7 y la falta de ajuste no debe ser significativa.
De incumplirse cualquiera de estos parametros el modelo se considera tendencioso y no
predictivo (Rodrigues y lemma 2015). De igual forma se realizd un analisis de varianza
(ANOVA) empleando una prueba F con 10% de nivel de significancia, por lo que un
modelo de regresion es significativo cuando el valor F calculado es mayor o igual que el F
tabular, mientras mayor sea el F calculado més predictivo sera el modelo.

Fase 4. Comparacion del concentrado clarificado bajo condiciones Optimas versus
edulcorante comercial blanqueado Santiveri®, CRE intacto y tratamientos del punto
central.

Analisis de color, densidad y acidez (pH). Se utilizd la misma metodologia empleada en
fase uno.
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Analisis estadistico. Se utilizd la misma metodologia empleada en fase uno. Analisis de
varianza (ANDEVA) més una separacion de medias Duncan para establecer diferencias
significativas.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 1. Preliminar.

Efecto de la acidificacion en color. Los atributos del color del concentrado y las
caracteristicas derivadas de ellos (Cuadro 6) fueron, en su ampla mayoria,
significativamente influenciados por el tratamiento con los distintos acidos (P < 0.05).

Después de la acidificacion la mayoria de los valores del atributo L* de los tratamientos
aumentan en comparacion al control (16.87), esto es testigo directo del efecto del pH en la
degradacion de compuestos fenolicos y clorofilas e indica un clarificado en la superficie del
color del concentrado (Yang et al. 2014). Para el atributo L* podemos aislar al acido citrico
como el que “mas claro” dejo el concentrado con un valor de 68.74 (Cuadro 6).

En comparacion al atributo a* del concentrado intacto (4.89) todos los &cidos arrastran los
valores hacia el negativo, esto indica perdida de presencia de color rojo en el concentrado.
Este fendbmeno se atribuye a la isomerizacion y degradacion (principalmente en los doble
enlaces) que sufren los carotenoides al acidificarse; a medida que la cantidad de doble
enlaces aumenta, también la longitud de onda adsorbida resultando en tonalidades mas
rojizas (de la Rosa et al. 2010) Para el atributo a*, cinco &cidos influyeron de igual forma
en la pérdida del rojo significativamente, por lo tanto, si tuviéramos que escoger el acido
en base a los valores de a, escogeriamos cualquiera con la letra d de la agrupacion Duncan,
entre ellos, el citrico (Cuadro 6).

Para b* (escala amarillo/azul) con un valor inicial de 7.71, la mayoria de las muestras
aumentaron su valor, o sea, se gand color amarillo y se perdié color azul, acercandose
entonces a la claridad. El amarillo en el compuesto acido son las clorofilas de color verde
degradandose por perdida del ion magnesio a feofitinas, estas, imparten un color amarillo
pardo o café (Koca et al. 2007) (Cuadro 6).

En las caracteristicas derivadas las muestras sin tratar tienen valores iniciales de matiz (H°),

indice de emparedamiento (IE) e indice de blancura (IB) de 57.40, 81.04, y 16.36
respectivamente.
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Cuadro 6. Comparacion de medias para el efecto de siete acidos en atributos y
caracteristicas del color del concentrado de estevia a un pH estdndar de 3.2.

Acido L* a* b* H° IE® IB®
Barbitlrico 63.874 -2.89d 26.102 96.20b 46.63° 55.33¢
Citrico 68.742 -3.004 17.12¢ 99.80P 24.26f 64.232
Benzoico 4.85¢F -0.54b 1.95¢ 104.002 41.21bc 4.829
D-Isoascorbico 67.37b -2.944 21.68b 97.80b¢ 33.93¢d 60.71¢
L-Ascérbico 67.962 -2.89d 19.794 98.20b 29.86¢f 62.22b
Nitriotriacético 66.63¢ -2.724 21.20¢ 97.20%  33.66¢4  60.37¢
Tanico 63.524 -1.87¢ 22.08° 94.80¢ 38.72¢d 57.32d
Control 16.87¢ 4.892 7.71F 57.40¢ 81.042 16.36f
CV (%) 1.74 9.22 2.41 2.71 14.47 1.86

&9 Las medias con diferente letra miniscula en la misma columna, indican diferencias
significativas entre tratamientos (P < 0.05).

He: Angulo de matiz.

¢ Escala adimensional.

IE: indice de empardeamiento.

IB: indice de blancura.

CV: Porcentaje de coeficiente de variacion.

El &ngulo de matiz sirvid para examinar algin cambio significativo en la gama del color
que cualquier acido pudiera generar con respecto a otro. Todos los &cidos se movieron de
colores rojos (angulos de entre 30 a 60 grados) hacia amarillo (90 a 115 grados) (Figura 1),
encontrandose similitudes con los comportamientos de los atributos a* y b*. Ninguno de
los &cidos denotdé un movimiento de color brusco hacia otro color, por lo tanto, el angulo
de matiz (H°) no se usara en fase dos del estudio.

El indice de empardeamiento (IE) se redujo con todos los acidos siendo el &cido citrico el
que més logro disminuir este factor (Cuadro 6). Al contrario, todos los &cidos aumentaron
el indice de blancura (IB) del concentrado control, siendo otra vez el 4cido citrico el de
mayor significancia en elevar este indice.

Guerrero et al. (1995) preservando puré de banano y posteriormente Yang et al. (2014)
caracterizando un edulcorante a base de esteviosidos identificaron al IE y al atributo L*
como los factores mas importantes para inferir sobre el acontecer del color en sus estudios,
asi mismo, tomando en cuenta la necesidad de blanquear el producto final en nuestro
estudio, el IB surge como otro argumento relevante. Si tuviésemos que escoger un acido en
base a los atributos y caracteristicas colorimétricas, escogeriamos el &cido citrico segun los
argumentos antes expuestos.

Efecto de la acidificacion en la eficiencia en decoloracion (ED). En cuanto al porcentaje
en ED los &cidos que mejor clarificaron el extracto fueron el D- Isoacorbico y citrico
(Cuadro 7). La menor absorbancia es reportada por el &cido citrico, nitriotriacético y D-
Isoascorbico. El porcentaje de decoloracion presentado por los mejores acidos (78%)
fueron mayores que los presentados por Gasmalla et al. (2015) al usar polimeros
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precipitantes. En su estudio él denomina a este porcentaje como remocidén del color y sus
mejores resultados rondan el 65%.

Cuadro 7. Comparacion de medias para absorbancia final (Asf) y porcentaje de eficiencia en
decoloracion (ED) obtenida con siete &cidos. Absorbancia inicial de 0.608 a 420
nandmetros.

Acido As® ED (%)
Barbitirico 0.166% 720be
Citrico 0.136¢ 772
Benzoico 0.1782 70¢
D-Isoascarbico 0.133¢ 782
L-Ascorbico 0.154bc 7420
Nitriotriacético 0.153¢ 7420
Tanico 0.1732 71be
CV (%) 7.38 2.55

&¢ Las medias con diferente letra miniscula en la misma columna, indican diferencias
significativas entre tratamientos (P < 0.05).

¢ Escala adimensional.

CV: Porcentaje de coeficiente de variacion.

A diferencia de eficiencia en decoloracion, Fernandes et al. (2001) denominaron porcentaje
de despigmentacion a la incidencia de su tratamiento en la absorbancia de su extracto a 420
nandmetros. En su estudio, donde clarifican con una resina 4&cida de cactus Cereus
peruvianus, obtienen hasta 95% de ED, porcentaje mas alto que cualquier eficiencia de los
acidos de nuestro estudio (Cuadro 7). A diferencia de Gasmalla et al. (2015) que utilizan
pH mas altos, Fernandes et al. (2001) trabajan con pH de 3 muy similar al de nuestro
estudio.

La multiplicidad de estudios y la importancia de la ED en ellos la suponen como un factor
pivotal al escoger nuestro acido. Dada la influencia del 4cido citrico en los pardmetros
colorimétricos y espectrofotométricos podemos aislarlo como el acido a usar en nuestro
sistema de blanqueamiento (mddulo de adsorcion).

Fase 2. Preliminar.

Caracterizacion del edulcorante comercial blanqueado Santiveri® y el CRE intacto.
En alimentos, caracterizar un producto final deseable y la materia prima utilizada resulta
fundamental para estimar cuan certeros hemos sido al escoger un procesamiento para
nuestra materia prima. Permite comparar y denotar cuanto nos estamos acercando al
producto que queremos Y resulta un punto de partida para justificar el comportamiento que
un procesamiento cualquiera ha tenido sobre el producto inicial (Chariguaman 2015). Y es
que esen demasia conocido sobre los cambios fisicos y quimicos que un procesamiento por
acidificacion y posterior exposicion a tierras adsorbentes suponen en extractos acuosos
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(Ribeiro et al. 2001). Esta caracterizacion sirvid para establecer comparaciones en fase
cuatro con el producto optimizado. En el cuadro 8 se detalla la caracterizacion del
edulcorante Santiveri® y el CRE intacto.

Cuadro 8. Compendio de parametros: tres atributos y tres caracteristicas colorimétricas mas
densidad y valor de acidez (pH) del edulcorante comercial blanqueado Santiveri® y el CRE
intacto.

Parametros
Producto L* > b* |E® IB® Densidad
(g/cmd)
Stevia Santiveri® 8165 -164 145 139 0.28 81.52 1.0323 4.13
CRE 6.46 138 454 73 12487 6.34 1.0088 5.90

CRE: Concentrado rico en esteviosidos.
He: Angulo de matiz.

¢ Escala adimensional.

IE: Indice de empardeamiento.

IB: indice de blancura.

Los valores de L* indican la claridad de un objeto, mientras mas altos més claro el objeto.
En nuestro estudio se desean més altos, similares a los del edulcorante comercial
blanqueado (81.65). Los valores de a* representan la escala rojo/verde, de ser positivos son
rojos y de ser negativos son verdes. En nuestro estudio se necesita que tiendan a cero pues
un blanco ideal exhibe valores de cero en la cromaticidad a*. La escala de amarillo/azul es
representada por los valores de b* en nuestro estudio se prefiere valores de b* positivos
(amarillos) de preferencia que se acerquen a cero (Cuadro 8).

El 4ngulo de matiz (H°) advierte sobre cambios en la tonalidad real del color, en nuestro
estudio se desean valores similares alos del edulcorante comercial blanqueado. Los valores
de indice de empardeamiento (IE) se desean lo més bajo posible y los valores de indice de
blancura deben de ser lo més alto posible para acercarnos al blanco ideal (Cuadro 8)

En cuanto a los valores de densidad obtenidos no hay mucha variacion entre el CRE y el
edulcorante comercial blanqueado. Se espera que no haya cambios significativos de la
densidad pues se desea una densidad similar a la del agua 1 g/cm® (Cuadro 8).

Comparacion colorimétrica entre tratamientos previo y posteriormente acidificados
para determinar valor de acidez (pH) idoneo del adsorbato enel médulo de adsorcion.
El cuadro 9 indica diferencias significativas P < 0.05 para los atributos de color L* y a*y
para las caracteristicas indice de empardeamiento (IE) e indice de blancura (IB).

Para el tratamiento que se adsorbié a 3.2 de valor de acidez (pH) los valores de luminosidad

fueron significativamente mayores que el tratamiento que se adsorbié a 5.9 y solo después
de adsorbido se acidifico a 3.5. Esto indica que el tratamiento de acidificacion previa fue
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més claro (Cuadro 9). Para la escala rojo/verde (a*) ambos tratamientos se consideran
dentro de la tonalidad roja, no obstante, el tratamiento previamente acidificado reduce méas
la incidencia del color rojo en el concentrado que el de posterior acidificacion, y ademas,
entrega valores de a* mas parecidos a los del edulcorante comercial blanqueado Santiveri®
(-1.64) (Cuadro 8). En tanto a la escala amarillo/azul (b*) ambos tratamientos se encuentran
en la tonalidad amarilla mas no se encuentra diferencia significativa entre ellos P < 0.05
(Cuadro 9).

Mas adelante, el indice de empardeamiento (IE) del tratamiento previamente acidificado es
significativamente menor que el que se acidifico posterior a la adsorcion (Cuadro 9). El IE
indica que en el tratamiento previamente acidificado hay menor incidencia del color cafe.
Por ultimo, el indice de blancura (IB) del tratamiento previamente acidificado logra
acercarse mas al blanco ideal con respecto al que se acidifico posterior a la adsorcion.

Tomando en cuenta la superioridad que destaco el tratamiento previamente acidificado
versus el acidificado posteriormente en los atributos y caracteristicas del color (Cuadro 9),
determinamos que el pH idoneo para conducir el modulo de adsorcion a optimizar en fase
tres debe ser acido y similar a 3.2.

La razon por la cual el tratamiento adsorbido a valores de acidez més bajos denota un perfil
de clarificacion mas deseable, es atribuible al hecho de que el perfil poroso de las tierras
diatomeas (celite) aumenta, segin aumente la proporcion de acidos organicos leves con los
que interactGa, esto surte un fendbmeno denominado fresado quimico en los poros silicios,
aluminios y férricos del celite lo que significa que estos se expanden otorgando mayor area
superficial para retener impurezas (Janson 2011, Tsai et al. 2006).

Cuadro 9. Probabilidades, medias y desviacion estandar de los atributos y caracteristicas
colorimétricas entre los tratamientos de acidificacidn previa y posterior a la adsorcion.

Tratamiento L* a* b - IE? 1B®
Media + DE

Previo 60.59+0.16 3.47+0.15 46.30+0.26  128.87+0.71 39.07+0.11

Posterior 53.51+4.24 5.86+0.17 51.32+0.16  183.87+0.68 31.77+0.08

Pr> |t 0.01888 0.00018 0.1827 0.00018 0.00018

DE: Desviacion estandar.

8 Diferencias significativas entre tratamientos (P < 0.05).
¢ Escala adimensional.

IE: indice de empardeamiento.

IB: indice de blancura.

Fase 3. Optimizacién del blanqueamiento del CRE.
Valoracion general. Los 20 tratamientos fueron conducidos de forma estandar tomando en

cuenta las condiciones y parametros descritos en la metodologia contenida en el cuadro 4y
6 respectivamente.
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Andlisis de densidad. Del andlisis para densidad (g/cm®) se obtiene un coeficiente de
variacion mayor al 70% (R2 = 0.76), esto indica que el 76% de los datos se ajustan al modelo
estadistico y solo un 24% de los datos no logran ser explicados por el modelo (Cuadro 10).

Cuadro 10. Coeficientes de regresion, probabilidades (P)y valores Fy RZ de un modelo de
regresion polinomial, aplicado a la densidad (g/cm?®) del concentrado clarificado de estevia.

Variable Coeficiente P
Intercepto 1.02E + 00 1.36E - 14®
X1 (L) -1.21E - 03 1.40E - 01
X1 (Q) -2.05E - 03 2.49E - 020
Xz (L) -1.37E- 04 8.34E - 01
X2 (Q) -2.48E - 03 1.28E - 02®
Xz (L) -3.87E- 04 5.66E - 01
X3 (Q) -1.08E - 03 1.43E - 01
X1xX2 -1.04E - 03 1.95E - 01
X1%X3 -1.10E - 03 2.39E - 01
Xox X3 -2.75E - 03 2.06E - 020
Falta de ajuste 2.23E - 01

R2 0.76

F. Calculado 7.3315

F. Tabular 2.46

X1 = celite (%); X2=tiempo de adsorcion (min), Xs= carbon activado (%).
L = Efecto linear; Q = Efecto cuadratico.
® Significativo (P < 0.10).

La falta de ajuste (Cuadro 10) no fue significativa por lo que el modelo se perfila para ser
predictivo (Rodrigues y lemma 2015). La expresion matematica que representa la densidad
(9/cmd) incluyo las variables independientes significativas para predecir las tendencias o
comportamientos de las variables respuesta o dependientes. Esta prediccion se expresa
mediante la ecuacion 11:

Densidad (%) = 1.0155804 - 0.002054X - 0.002475X2 -0.002750X, x X;  [11]

Para tener mayor certeza en clasificar al modelo como predictivo o tendencioso se condujo
una prueba F con 10% de significancia obteniendo un valor F calculado mayor al F tabular.
Este Gltimo parametro combinado con un R? mayor al 70% y una falta de ajuste no
significativa indican que el modelo es predictivo (Cuadro 10). El que F calculado sea mayor
que F tabular indica que existe validez en los datos para generar graficas. En base al modelo
(Ecuacion 11) se crearon graficos de superficie de respuesta, donde se muestra el cambio
en densidad sobre el aumento o disminucion del porcentaje de carbén activado y tiempo en
minutos (Figura 2) y también del cambio en tiempo de adsorcion (min) y porcentaje de
celite (Figura 3).
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La relacion grafica existente entre la interaccion de las variables tiempo de adsorcion (X2)
y porcentaje de carbon activado (X3) tiene la forma de un punto silla (Figura 2), este se
entiende de forma que la multitud de interacciones comprenden un area mas grande del
“vecindario” o region experimental que no estd completamente delimitada. Asi se describe
que cuando la variable tiempo de adsorcion se encuentra entre 12y 8 minutos se maximiza

la densidad estando el carbon activado entre 0.8y 1.2% y decrece al aumentar la cantidad
de tiempo.

(uo/3 pepis w2

Figura 2. Efecto del tiempo de adsorcion en minutos y porcentaje de carbon activado sobre
la densidad (g/cm?) del concentrado clarificado de estevia.

Por el andlisis de superficie de respuesta generado por el modelo (Figura 3) se puede
observar que los valores de densidad més altos se obtuvieron bajo las condiciones del punto
central para las variables independientes tiempo de adsorcion (min) y porcentaje de celite,
que son, 10 minutos y 0.5% respectivamente. Esto significa que se encontraron las
condiciones de operacion mas apropiadas para tiempo de adsorcion y porcentaje de celite
en el médulo de adsorcion, esto ayudara a reducir los costes finales de procesamiento ya
gque un menor numero de pruebas son necesarias para obtener densidades id6neas
(Rodrigues y lemma 2015). Notese la similitud de los valores obtenidos con la densidad del
agua (1 g/lcm®). Estos resultados son deseables pues se sabe que el principal mercado para
los edulcorantes de estevia son las bebidas no alcohdlicas aromatizadas (DOUE 2011) cuyo
principal ingrediente es el agua (Moreiras et al. 2016), por lo tanto, es plausible afirmar que
usar este concentrado como edulcorante no interfiere con el perfil tecnologico de una bebida
comercial de esta categoria en cuanto al perfil reolégico concierne.

En la Figura 3 cabe destacar que de necesitarse disminuir la densidad del edulcorante final,
le resulta més barato al ingeniero aumentar el tiempo de adsorcion y no el porcentaje de
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celite, pues, aunque la magnitud de sus coeficientes de regresion denota harta similitud en
disminuir la densidad del edulcorante, es la variable tiempo de adsorcion preponderante en
este sentido.

Figura 3. Efecto del tiempo de adsorcién en minutos y porcentaje de celite sobre la densidad
(9/cm?) del concentrado clarificado de estevia.

Analisis de acidez. Todas las variables independientes afectaron significativamente el valor
de acidez (pH) del concentrado (Cuadro 11). Todas presentan coeficientes de regresion
positivos, es decir, el aumento de estas variables aumenta el valor de acidez del
concentrado.

El R2 de la variable acidez del concentrado indica que un 88% de las observaciones fueron
predichas o ajustadas por el modelo, y solo 12% no se logran explicar mediante el analisis
(Cuadro 11). Esto implica que las respuestas dentro de la region experimental delimitada
son predictivas considerando solo el coeficiente de determinacién (R?).
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Cuadro 11. Coeficientes de regresion, probabilidades (P)y valores Fy R? de un modelo de

regresion polinomial, aplicado al pH del concentrado clarificado de estevia.

Variable Coeficiente P
Intercepto 3.81E + 00 1.56E - 10®
X1 (L) 7.67E - 02 6.13E - 030
X1 (Q) 3.20E - 02 9.90E - 020
X2 (L) 4.66E - 02 2.72E - 020
X2 (Q) 5.75E - 02 1.53E - 02®
X3 (L) 6.68E - 02 7.34E - 030
X3 (Q) -4.86E - 03 7.61E-01
X1xX2 -2.92E - 02 1.44E - 01
X1%X3 -2.75E - 02 2.29E - 01
Xox X3 3.00E - 02 1.95E - 01
Falta de ajuste 4.20E - 01

R2 0.88

F. Calculado 10.1710

F. Tabular 2.31

X1 = celite (%); X2=tiempo de adsorcion (min), Xs= carbén activado (%).
L = Efecto linear; Q = Efecto cuadratico.
® Significativo (P < 0.10).

La falta de ajuste no fue significativa por lo que el modelo se perfila para ser predictivo
(Rodrigues y lemma 2015). La expresion matematica que representa la acidez (pH) incluyé
las variables independientes significativas para predecir las tendencias o comportamientos
de las variables respuesta o dependientes (Ecuacion 12).

Acidez (pH) = 3.813152 + 0.076652X, - 0.076652X’ + 0.046640X, + 0.057484X3
+0.066795X;  [12]

La prueba F (P < 0.10) resulto en un F calculado mayor al tabular. Este Ultimo parametro
nos permite delimitar el modelo como predictivo y valida el uso de graficas. En base al
modelo (Ecuacion 12) se crearon graficos de superficie de respuesta (Figura 4,5y 6) donde
se muestra el comportamiento de las variables independientes significativas. Notese la falta
de significancia en las interacciones entre variables (Cuadro 11), esto indica que el nivel de
una variable (sea Xi, X2, 0 X3) no afecta el nivel de la otra y sus efectos en el pH son
independientes.

Las figuras 4,5y 6 muestran que todos los valores de pH bajo las condiciones estudiadas
se mantuvieron en un rango de entre 3.6 hasta 4.1. Estos valores son deseables pues se
mantienen dentro de los limites de pH encontrados en el edulcorante comercial Santiveri®.
El pH de este edulcorante comercial se analizd en fase uno siendo de 3.2 y posteriormente
se evalud otro de distinto lote en fase dos con un valor de acidez de 4.13. Desde este punto
de vista el concentrado clarificado por adsorcion se perfila como comercialmente viable.
Mas adelante, la asociacion dental americana (ADA) menciona que un 93% de las bebidas
no alcohdlicas aromatizadas en el mercado estadounidense tienen un pH menor a 4 (Reddy
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et al. 2016), similar a los obtenidos en este estudio. Noétese que esta categoria de bebidas
supone el mercado mas importante para los edulcorantes de estevia (DOUE 2011). Esto
permite afirmar que el concentrado clarificado no entorpecera el perfil tecnologico de estas
bebidas. De acuerdo a Lopez (2017), quien evalu6 341 productos endulzados en el mercado
hondurefio, hasta un 60% de estos son de procedencia estadounidense; este patrén
contextualiza mejor este argumento.

Estas bebidas no alcohdlicas aromatizadas se endulzan principalmente con azlcares
extrinsecos de la leche como fructosa, sacarosa y glucosa. Dichos azlicares tienen un alto
poder cariogénico debido al perfil de sus carbohidratos. Estos se depositan en los surcos de
los dientes, funcionando como sustrato para el desarrollo de bacterias degradativas de la
masa dental principalmente de las especies estreptococos Y lactobacilos (Mishra y Mishra
2011). Estas lesiones orales tienen una fuerte correlacion con enfermedades como diabetes
(Malvania et al. 2016). Con edulcorantes a base de estevidsidos se logra una ventaja al
desarrollar estas bebidas, pues estudios in vitro han demostrado su propiedad
antimicrobiana sobre Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus y Lactobacillus
acidophillus; esta propiedad se debe a la disminucion en la incidencia de polimeros solubles
bacterianos (Cortés et al. 2016).

Figura 4. Efecto del tiempo de adsorcion en minutos y porcentaje de celite sobre el valor de
acidez (pH) del concentrado clarificado de estevia.
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Figura 5. Efecto del porcentaje de celite y porcentaje de carb6n activado sobre el valor de
acidez (pH) del concentrado clarificado de estevia.

Figura 6. Efecto del tiempo de adsorcion en minutos y porcentaje de carbén activado sobre
el valor de acidez (pH) del concentrado clarificado de estevia.
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Atributo L*. Ninguna de las variables estudiadas presento significancia (P> 0.10) (Cuadro
12), no obstante, se muestra interaccion entre el porcentaje de celite y tiempo de adsorcion,
lo que significa que el nivel de una variable fue afectado dependiendo del nivel de la otra.
El coeficiente de determinacion (R2) demuestra que un 55% de las observaciones fueron
ajustadas por el modelo, y 45% no se logran explicar mediante el anélisis (Cuadro 12). Esto
implica que las respuestas dentro de la region experimental delimitada son de caracter
tendencioso ya que se tiene un R2 menor a 70%.

Cuadro 12. Coeficientes de regresion, probabilidades (P)y valores Fy R? de un modelo de
regresion polinomial, aplicado al atributo de color L* del concentrado clarificado de
estevia.

Variable Coeficiente P
Intercepto 5.27E + 01 1.61E - 06®
X1(L) 2.17E + 00 2.03E - 01
X1(Q) -1.09E + 00 4.67E - 01
Xa(L) -2.21E-01 8.74E - 01
X2(Q) -5.90E - 01 6.91E - 01
X3 (L) -1.91E+ 00 2.17E-01
X3(Q) 2.96E - 01 8.33E - 01
X1x X2 3.50E + 00 6.49E - 020
X1xX3 -5.78E - 01 757E-01
X2x X3 3.16E + 00 1.33E - 01
Falta de ajuste 4.97E - 01

R2 0.55

F. Calculado 5.4468

F. Tabular 3.01

X1 = celite (%); X2=tiempo de adsorcion (min), Xs= carbén activado (%).
L = Efecto linear; Q = Efecto cuadratico.
® Significativo (P < 0.10).

El modelo se estima tendencioso a pesar de encontrar una falta de ajuste no significativa
(Cuadro 12) (Rodrigues y lemma 2015). La expresion matematica que representa el atributo
L* se expresa mediante la ecuacién 13 basado en los resultados significativos del Cuadro
13.

Atributo L* = 52.65652 +3.49654X, x X, [13]
La prueba de significancia (P < 0.10) resulto en un F calculado mayor al tabular. Este Gltimo
pardmetro nos permite validar el uso de graficas. En base al modelo (Ecuacion 13) se cred
un grafico de superficie de respuesta (Figura 7).
El grafico de superficie de respuesta de la Figura 7 para luminosidad (L*) describe aumento

en la claridad del concentrado basado en el aumento del tiempo y porcentaje de celite en
conjunto. Los valores mas altos de luminosidad se obtienen en los puntos axiales (+a) del
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estudio 15.05 minutos de tiempo de adsorcion y 1% de celite. Esta claridad, guarda una
fuerte correlacion con el indice de blancura de los productos y el acercamiento a un blanco
ideal (Hirschler 2012). Aumentarla se considera altamente deseable en el edulcorante
comercial, dado que se necesita que este no interfiera con el color de una bebida o un
alimento en especifico donde se emplee.

Debido al esquema tendencioso de este modelo debemos de ser conservadores al comparar
nuestros resultados con los deméas estudios. Tomando en cuenta esta premisa, es valido decir
que los valores obtenidos se encuentran arriba de 50, dichos valores son hasta 50% mas
altos que los reportados por Gasmalla et al. (2015) quienes usando diferentes poderes y
tiempos de sonicacion reportan valores de L* de 26 como promedio sin pasar nunca de 27
en algun tratamiento.

Figura 7. Efecto del porcentaje de celite ytiempo de adsorcion en minutos sobre el atributo
de color L* en el concentrado clarificado de estevia.

El efecto sinérgico entre estas dos variables (X1, X2) para aumentar la claridad del
concentrado, curiosamente se explica integrando a la variable (X3) en la linea de analisis.
Y es que la tasa de desorcion de impurezas que el carbon activado pueda experimentar a
medida que aumenta el tiempo de contacto adsorbato-adsorbente (debido al debilitamiento
progresivo de los puentes idnicos que unen las impurezas a la superficie del carbon) puede
ser disminuida por las arcillas presentes en el celite (silices amorfas principalmente
cristobalitas) capaces de depositarse en la red porosa del carbon, formando nuevos sitios de
interaccién y ensanchando los ya existentes micro y meso poros para aumentar la capacidad
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de retencion del carbon (Marrakchi et al. 2017). Es por eso que a mayor cantidad de celite
méas se puede extender el tiempo de adsorcion para obtener resultados deseables.

Atributo a*. Este valor expresa la escala de rojo/verde, en cuanto mas bajo es el valor
mayor es la pérdida del indeseado color rojo. Los coeficientes de regresion obtenidos
(Cuadro 13) indican que las variables independientes que afectan a la respuesta analizada
son el porcentaje de celite (linear) y el porcentaje de carbdn activado (cuadratico); un
aumento en cualquiera de los dos disminuiria los valores de a*, siendo el carbon activado,
en su expresion cuadratica, el que mas afectaria el valor a*. Esta premisa resulta interesante
al ingeniero que trata de reducir costos, pues, si se tratase exclusivamente de reducir el
atributo a*, sabra que es preferible aumentar una unidad de carbon activado en relacion a
celite por el defecto cuadratico del primero.

Mas adelante el R? del atributo a* denota un apego de los datos al modelo del 77% y un
valor de F calculado apenas mayor que el F tabular, esto, mas una falta de ajuste no
significativa valida al modelo como predictivo.

Cuadro 13. Coeficientes de regresion, probabilidades (P)y valores Fy R? de un modelo de
regresion polinomial, aplicado al atributo de color a* del concentrado clarificado de estevia.

Variable Coeficiente P
Intercepto 6.35E + 00 9.80E - 06@
X1 (L) -7.47E-01 3.39E - 020
X1(Q) -1.04E- 01 6.84E - 01
X2 (L) 4.34E - 01 1.19E - 01
X2 (Q) -1.37E-01 5.97E - 01
X3 (L) -4.26E - 01 1.29E - 01
X3 (Q) -4.85E - 01 9.03E - 02@
X1xX2 -7.88E - 01 2.81E - 02®
X1xX3 9.00E - 02 7.81E-01
Xox X3 -6.78E - 01 7.80E - 02d
Falta de ajuste 6.32E - 01

R2 0.77

F. Calculado 6.3043

F. Tabular 2.36

X1 = celite (%); X2=tiempo de adsorcion (min), Xs= carbén activado (%).
L = Efecto linear; Q = Efecto cuadrético.
® Significativo (P < 0.10).

La expresion matematica que representa el atributo de color a* incluye las variables
independientes significativas que predicen el efecto de a*, declarandose a través de la
ecuacion 14.

Atributo a* = 6.350986 - 0.746628X, - 0.484747X2 - 0.788372X, x X, - 0.677500X, x X,
[14]
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En base al modelo de la ecuacion 14 se crearon dos graficos de superficie de respuesta para
las interacciones significativas de porcentaje de celite por minutos de tiempo (Figura 8) y
minutos de tiempo por porcentaje de carbon activado (Figura 9).

A pesar de que bajo las condiciones establecidas todos los valores de a* (al ser positivos)
se clasificaron como rojos (Figura 8 y 9), el método de adsorcidn redujo la incidencia de
este color en el concentrado clarificado comparandolo con el CRE intacto. Este efecto es
deseable por dos razones: (1) acerca los valores de a* del concentrado clarificado (3-7) a
los del edulcorante comercial blanqueado (-1.64) y (2) la tendencia de disminuir los valores
de a* es indirectamente proporcional al efecto que toma este valor (aumentar) cuando hojas
de estevia cruda se secan por distintos métodos (Lemus et al. 2016). Todos estos métodos
de secado oscurecen el color de las hojas. Por lo tanto, es admisible decir que el efecto del
atributo de color a* clarifico el extracto.

La figura 8 muestra como los valores mas deseables, los que disminuyen el valor de a*, se
consiguen cuando la concentracién de celite y el tiempo son maximos: 1% Yy 15.05 minutos
respectivamente. Al igual que el valor L*, este es otro punto Optimo que se encuentra en los
puntos axiales (+a). Asi mismo, cuando el tiempo de adsorcidon es maximo y el porcentaje
de celite es nulo, se describen los valores més altos de a*, por lo tanto, el celite si tiene un
rol importante en la adsorcion de impurezas.
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Figura 8. Efecto del porcentaje de celite y minutos de tiempo de adsorcion sobre el atributo
de color a* en el concentrado clarificado de estevia.
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El proceso de adsorcidn de pigmentos por el celite y sus arcillas consiste en dos periodos
distintivos. Un periodo inicial de adsorcion acelerada (10 minutos aproximadamente),
donde la superficie de las arcillas retiene beta carotenos y clorofilas por interaccion quimica
primordialmente, y un segundo periodo de adsorcidbn mas lento y gradual, donde la
retencion es de carécter fisico y se da debido a la difusion inter particula de las impure zas
que se unen a los poros de las arcillas a medida que se encuentran en el medio acuoso. Por
lo tanto, la méxima sorcion de pigmentos se consigue después de pasada la hora de
adsorcion (Wu 'y Li 2009). Esto explica porgue se necesita de mas tiempo de adsorcion para
lograr valores de a* deseables.

Notese el efecto linear que experimenta la variable tiempo cuando la concentracion de
carbon activado es minima (0.5%) (Figura 9), aumentando la cantidad de carbon activado
y el tiempo se disminuyen los valores de a*. Estos resultados contradicen a Cortés et al.
(2016) quienes cuantificando clorofilas, encuentran que auna concentracién similar a la del
punto axial negativo de nuestro estudio (0.5%), la sorcion de clorofilas por carbén activado
es maxima Yy cuando este aumenta la concentracion de carbdn activado, el porcentaje de
clorofilas retenidas disminuye. Esto se debe a que no cuantificaron los demas pigmentos
presentes en su extracto y la cantidad de clorofilas en sus niveles mas primitivos de
degradacion eran mayores en su extracto pues no acidifican el medio. Por lo tanto, el carbdn
activado, cuya afinidad principal entre pigmentos, son las clorofilas integras (Ribeiro et al.
2001), adsorbio rapidamente estas en su extracto.

La figura 9 sefiala que se optimizan los valores de a* (disminucion) cuando se opera en los
valores axiales positivos (15.05 minutos y 1.84% de carbén activado). El valor de tiempo
en este caso se necesita mas alto. Otra vez se encuentran contradicciones con Cortés et al.
(2016) quienes indican que la desorcion de clorofilas por carbon activado empieza a los 10
minutos. Esta aparente disparidad sucede debido a que no utilizan el carb6n activado en
conjunto con alguna tierra adsorbente como en el caso de este estudio es celite, que se sabe
aumenta la capacidad del carbdn activado de retener impurezas (Marrakchi et al. 2017). Asi
mismo, utiliza carbédn activado granular, con menor porosidad y menor afinidad a clorofilas,
carotenoides y otros pigmentos fenolicos que el carbon activado en polvo usado en este
estudio (Ribeiro et al. 2001).
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Figura 9. Efecto del tiempo de adsorcién en minutos y porcentaje de carbon activado sobre
el atributo de color a* en el concentrado clarificado de estevia.

Atributo b*. Este atributo expresa la escala amarillo/azul. Donde los valores positivos
expresan amarillo y negativos, azul. Se desea evitar los valores de b* negativos, por lo tanto,
valores positivos son el objetivo. No obstante, teniendo en cuenta el valor b* del edulcorante
comercial blanqueado (1.45) se prefiere valores positivos bajos.

La variable lineal porcentaje de carbon activado (Xs) fue la Unica que demostro coeficiente
de regresion significativo (Cuadro 14). El R2 es mayor a 70%, este indica que 76% de las
observaciones se ajustan al modelo y 24% no pueden ser explicadas por este. Asi mismo,
la falta de ajuste no es significativa por lo tanto el modelo se perfila a ser de caracter
predictivo.
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Cuadro 14. Coeficientes de regresion, probabilidades (P)y valores Fy R? de un modelo de
regresion polinomial, aplicado al atributo de color b* del concentrado clarificado de estevia.

Variable Coeficiente P
Intercepto 4.85E + 01 7.86E - 08D
X1 (L) -5.88E - 01 4.66E - 01
X1(Q) -1.01E+ 00 2.09E - 01
Xz (L) 7.53E - 01 3.10E - 01
X2 (Q) -6.89E - 01 3.72E-01
X3 (L) -2.71E+ 00 1.03E - 02®
X3 (Q) -7.88E - 01 291E-01
X1xX2 1.68E - 01 8.31E-01
X1%X3 5.00E - 03 9.96E - 01
Xox X3 3.38E - 01 7.19E - 01
Falta de ajuste 7.73E - 01

R2 0.76

F. Calculado 10.5601

F. Tabular 2.64

X1 = celite (%); X2=tiempo de adsorcion (min), Xs= carbén activado (%).
L = Efecto linear; Q = Efecto cuadratico.
® Significativo (P <0.10).

La expresion matematica es un modelo lineal y se expresa a través de la ecuacion 15.
Atributo b* = 48.45424 - 2.70944X;  [15]

La prueba de significancia describe un valor de F calculado mayor al tabular. Esto supone
el Ultimo argumento para designar el modelo como predictivo y otorga validez para generar
gréaficas. No obstante, la ausencia de otra variable independiente significativa limita el uso
de graficas tridimensionales pues no existe otro punto de comparacién significativo, es por
esta razon que se disefia una grafica bidimensional que denota la influencia del porcentaje
de carbdn activado en la escala cromatica b*.

La Figura 10 denota la influencia de la variable (X3) (L) en los valores del atributo de color
b*. Los valores desplegados en esta grafica son todos positivos, esto indica que el
concentrado clarificado se encuentra dentro del espectro amarillo y no azul. No obstante,
tomando como referencia el valor de cromaticidad b* del edulcorante comercial blanqueado
(1.45), es deseable que estos valores no sean tan altos y més bien tiendan a cero. En este
sentido, el comportamiento del carbén activado (Figura 10) sugiere que se deben aumentar
los niveles de carbon activado para reducir el valor del atributo de color b*. Otros estudios
han utilizado porcentajes de carbon activado mucho mayores: Rajab et al. (2009) utilizan
porcentajes de hasta 10% de carbon activado mientras que Ghandi et al. (2016) reportan
extensiones de porcentaje de carbon activado de hasta el 20%. En este estudio, no se
extendid la cantidad de carbon activado utilizado, puesto que, a porcentajes mayores a los
axiales positivos (1.84%) se entorpecia la turbulencia que la plancha de agitacion podia
generar. Este fendbmeno de pérdida de velocidad de agitacion es completamente indeseable
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en adsorciones en lote, pues disminuye la movilidad de las particulas del adsorbato
disminuyendo la capacidad de remocion de impurezas del adsorbente (Garba et al. 2016).

b#-

i
(=1

0.00 0.20 040 0.60 0.80 1.00 120
% Carbon activado
Figura 10. Efecto de la variable independiente carbdn activado en el atributo b* del
concentrado clarificado de estevia.

indice de blancura (IB). Este indice es un importante parametro de calidad en industrias
textiles y de papel y mas recientemente es usado en la alimentaria y de pigmentos. “Una
superficie blanca ideal debe tener un indice de blancura igual a 100” (Montoya et al. 2012).

La variable lineal de porcentaje de celite fue significativa P < 0.10 (Cuadro 15),
demostrando un aumento en el porcentaje de IB en base al incremento del celite en el
modulo de adsorcidn. Asi mismo, hay significancia en las interacciones entre porcentaje de
celite y tiempo (X1 x X2) y en tiempo sobre porcentaje de carbdn activado.

El coeficiente de determinacion (R?) demuestra que 64% de las observaciones logran ser
explicadas mediante el modelo y 46% no se explican; a pesar de una falta de ajuste no
significativa y un F calculado mayor al tabular se define al modelo como tendencioso.
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Cuadro 15. Coeficientes de regresion, probabilidades (P)y valores Fy R? de un modelo de
regresion polinomial, aplicado al indice de blancura (IB) del concentrado clarificado de

estevia.

Variable Coeficiente P
Intercepto 3.18E + 01 8.21E - 070
X1 (L) 2.08E + 00 4.52E - 020
X1 (Q) -4.21E- 02 9.56E - 01
X2 (L) -6.90E - 01 3.70E - 01
X2 (Q) 3.65E - 02 9.62E - 01
Xz (L) 5.29E - 01 491E - 01
X3 (Q) 7.79E - 01 3.18E - 01
X1x X2 2.56E + 00 2.20E - 02
X1xX3 -4,93E- 01 6.19E - 01
Xox X3 2.09E + 00 7.44E - 020
Falta de ajuste 3.92E - 01

R2 0.64

F. Calculado 10.3729

F. Tabular 2.46

X1 = celite (%); X2=tiempo de adsorcion (min.), Xs= carbédn activado (%).
L = Efecto linear; Q = Efecto cuadrético.
® Significativo (P <0.10).

La expresion mateméatica es un modelo determinado entre el indice de blancura y las
variables independientes (y sus interacciones) significativas; se expresa de acuerdo a la
ecuacion 16.

Indice de blancura (IB) = 31.79776 + 2.07742X, + 2.56484X, x X,
+2.09235X, x X5 [16]

La prueba de significancia P > 0.10 entrega un valor de F calculado mayor al F tabular. Este
resultado otorga validez para desarrollar gréficos de superficies de respuesta donde se
ignoran los efectos de las variables independientes que no fueron significativas.

La figura 11 demuestra la interaccién entre el porcentaje de celite y el tiempo en minutos.
Notese que a mayor nivel de tiempo y mayor nivel de celite (+a) se logran niveles mas altos
de IB. Esto indica que se deben aumentar los puntos centrales del estudio para observar el
efecto de esta interaccién a niveles mayores donde el modelo tiende a aumentar el IB. La
razon en la necesidad del aumento de ambas variables para mejorar el IB es explicada por
Gonzalez et al. (2005) quienes indican que, en comparacion a la adsorcion rapida de
pigmentos fotosintéticos, las tierras diatomeas continlan adsorbiendo compuestos
secundarios de la oxidacion més alld de los 20 minutos. Estos productos oxidados son el
resultado de la degradacion de compuestos organicos tanto por la coccion inicial del
extracto como por la interaccion de los heteroatomos del carbén activado con el
concentrado que puede llegar a formar grupos hidroxilos de caracter fendlico (Ortega et al.
2013).
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Figura 11. Efecto del porcentaje de celite y minutos de tiempo de adsorcion sobre el indice
de blancura (I1B) del concentrado clarificado de estevia.
* Escala adimensional.

La necesidad de dislocar los puntos axiales del estudio queda en manifiesto en la figura 12,
donde a mayor nivel de tiempo de adsorcion (15.05 minutos) y mayor porcentaje de carbon
activado (1.84%) se consiguen los valores éptimos de IB. Dentro de los limites del estudio
la gréfica demuestra que se obtuvieron valores de IB entre 28 y 35, esto indica que el perfil
de color se encuentra dentro del blanco-amarillento. Esto hace sentido con los resultados
obtenidos anteriormente por los valores b* positivos que indican una alta incidencia del
color amarillo en el concentrado clarificado. Asi mismo, el IB expresado por el edulcorante
comercial blanqueado Santiveri® de 81.52 (Cuadro 8) cae en esta categoria de perfil de
blancura blanco-amarillento ya que aquellos valores que rebasen el blanco ideal de 100,
seran clasificados como blanco-azulados (Montoya et al. 2012).

El remanente de impurezas en el concentrado clarificado es evidente si se comparan los
valores de IB reflejados en la figura 12 (28-35) obtenidos en el estudio, con el IB de un
edulcorante totalmente blanqueado (81.52). Esta premisa sirve para justificar la necesidad
de aumentar tanto la cantidad de carbdn activado como el tiempo, ya que Ma et al. (2013)
y posteriormente Saeed et al. (2014) adsorbiendo fenoles y tintes organicos en extractos
acuosos, indican que la cantidad de carbon activado en polvo a usarse depende de la
concentracion inicial de impurezas, Y, evidenciandose un remanente significativo de estas
en nuestro concentrado clarificado se puede afirmar que se debié usar mas porcentaje de
carbon activado. Mas adelante, en cuanto al tiempo, queda en evidencia que no sirve de
nada aumentar la cantidad de carbén activado si no se aumenta el tiempo (Figura 12). Esto
es corroborado por Saeed et al. (2014) quienes encuentran picos de sorcion maximos hasta
pasados los 50 minutos de tiempo de contacto adsorbato con adsorbente.
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Figura 12. Efecto del tiempo de adsorcion en minutos y porcentaje de carbén activado sobre
el indice de blancura (I1B) del concentrado clarificado de estevia.
* Escala adimensional.

indice de empardeamiento (IE). El indice de empardeamiento indica la pureza del color
café en un producto y es ampliamente usado en la industria para inferir sobre los cambios
en una matriz alimenticia que se somete a empardeamiento tanto enzimatico como no
enzimatico (Gasmalla et al. 2015). Mas adelante, el comportamiento comun de este indice
es una alta correlacion con los atributos colorimétricos L* y b*, sin embargo, esta tendencia
no es exacta en todos los estudios de caso que utilizan el indice y es recomendable establecer
estadigrafos de correlacion con los atributos colorimétricos bésicos (L*, a* y b*) para
determinar la verdadera significancia de este indice en el contexto que se utilice (Hirschler
2012).

El coeficiente de determinacion (R2) del atributo a* denota un apego de los datos al modelo
del 71% y un valor de F calculado apenas mayor que el F tabular, esto, mas una falta de
ajuste no significativa valida al modelo como predictivo (Cuadro 16).
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Cuadro 16. Coeficientes de regresion, probabilidades (P)y valores Fy R? de un modelo de
regresion polinomial, aplicado al indice de emparedamiento (IE) del concentrado
clarificado de estevia.

Variable Coeficiente P
Intercepto 1.86E + 02 1.12E - 05®
X1 (L) -2.40E + 01 2.73E - 020
X1 (Q) 1.59E + 00 8.35E - 01
X2 (L) 1.08E + 01 1.83E - 01
X2 (Q) -1.28E + 00 8.68E - 01
Xz (L) -6.82E + 00 3.79E - 01
X3 (Q) -6.07E + 00 4.24E - 01
X1x X2 -2.83E+01 1.47E - 02®
X1xX3 8.69E + 00 3.90E - 01
Xox X3 -2.12E+01 7.02E - 020
Falta de ajuste 4.40E - 01

R2 0.71

F. Calculado 12.8175

F. Tabular 2.46

X1 = celite (%); X2=tiempo de adsorcion (min), Xz = carbon activado (%).
L = Efecto linear; Q = Efecto cuadrético.
® Significativo (P <0.10).

La expresién matematica es un modelo determinado entre el indice de empardeamiento y
las variables independientes (y sus interacciones) significativas; se expresa de acuerdo a la
ecuacion 17.

indice de empardeamiento (IE) = 186.2085 - 23.9684X, - 28.3478X, x X,
-21.1923X, xX;  [17]

La prueba de significancia P > 0.10 entrega un valor de F calculado mayor al F tabular. Este
resultado otorga validez para desarrollar graficos de superficies de respuesta donde se
ignoran los efectos de las variables independientes que no fueron significativas.

Las figuras 13 y 14 demuestran un patron recurrente en este estudio. Demuestran que los
valores mas deseables de IE se consiguen cuando se trabaja en los puntos axiales positivos
del estudio (1.84% de carbdn activado, 1% de celite y 15.05 minutos de tiempo.

Los resultados obtenidos de IE para la fase tres son mas altos que los del concentrado rico
en estevidsidos intacto a pesar de que si evaluamos cualitativamente a ambos,
considerariamos sin espacio de duda, que las muestras obtenidas en fase tres son mucho
méas claras que el CRE. Esto se atribuye a la alta correlacion del IE con los atributos L* y
b* que son significativamente mas altos para las muestras de fase tres. Esto significa que
probablemente para esta fase seria de mayor provecho evaluar otro indice de
comportamiento del color como indice de amarillamiento (Hirschler 2012).
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Figura 13. Efecto del porcentaje de celite y tiempo de adsorcion en minutos sobre el indice
de empardeamiento (IE) del concentrado clarificado de estevia.
* Escala adimensional.
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Figura 14. Efecto del tiempo de adsorcion en minutos y porcentaje de carbédn activado sobre
el indice de empardeamiento (IE) del concentrado clarificado de estevia.
* Escala adimensional.

Eficiencia endecoloracion (ED). Este valor deriva de un analisis de absorbancia. Significa
el porcentaje de disminucion en la absorbancia de una solucion, estrictamente a 420
nandémetros. Fuh y Chiang (1990) determinaron que esta longitud de onda es la absorbida
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por la mayoria de los pigmentos que resultan luego de un proceso de purificacion con
membranas. Otros autores denominan a este fendmeno como porcentaje de clarificacion o
eficiencia de despigmentacion (Reis et al. 2008, Fernandes et al. 2001). Se desean
porcentajes de eficiencia en decoloracion altos, que puedan acercarse o0 alcanzar el 100%.

La variable tiempo, en su expresion linear, denota un coeficiente de regresion significativo
con una influencia positiva sobre la variable respuesta (Cuadro 17). Esto indica que el
incremento de una unidad de tiempo aumentara igualmente una unidad en el porcentaje de
eficiencia en decoloracién. Mas adelante encontramos significancia en la interaccion del
porcentaje de celite con el tiempo; la presencia de una de estas afecta el comportamiento de
la otra.

El coeficiente de determinacion (R2) demuestra que un 63% de las observaciones fueron
ajustadas por el modelo, y 37% no se logran explicar mediante el analisis (Cuadro 17). Esto
implica que las respuestas dentro de la region experimental delimitada son de caracter
tendencioso ya que se tiene un R? menor a 70%.

La falta de ajuste no es significativa y el F calculado es mayor al tabular (Cuadro 17). A
pesar de que estos parametros clasifican para denominar al modelo como predictivo, el
precedente de un R menor a 70% lo encasilla como tendencioso. La expresion matematica
que determina el porcentaje de ED surge de acuerdo a la ecuacion 18.

Eficiencia en decoloracion (%) =87.57901 +1.25151X, + 1.39995X, x X,  [18]
Cuadro 17. Coeficientes de regresion, probabilidades (P)y valores Fy R? de un modelo de

regresion polinomial, aplicado a la eficiencia en decoloracion (ED) del concentrado
clarificado de estevia.

Variable Coeficiente P
Intercepto 8.76E + 01 2.49E - 090
X1 (L) -9.68E - 01 2.10E - 01
X1(Q) -6.07E- 01 3.81E-01
X2 (L) 1.25E + 00 9.29E - 020
X2 (Q) -5.57E- 01 4.21E - 01
X3 (L) 5.23E - 01 4.33E - 01
X3 (Q) -2.62E- 01 6.83E - 01
X1x X2 1.40E + 00 9.25E - 02®
X1xX3 4.38E - 01 6.09E - 01
Xox X3 -4,58E - 01 5.92E - 01
Falta de ajuste 3.79E - 01

R2 0.63

F. Calculado 4.3110

F. Tabular 2.64

X1 = celite (%); X2=tiempo de adsorcion (min), Xs= carbon activado (%).
L = Efecto linear; Q = Efecto cuadrético.

® Significativo (P <0.10).
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La prueba de significancia al 10% (F calculado mayor al tabular) admite el uso de graficos,
generandose uno para la interaccion significativa entre las variables porcentaje de celite y
tiempo en minutos.

La figura 15 muestra como se aumenta el porcentaje de ED cuando el porcentual de celite
y el tiempo se encuentran en los puntos axiales positivos: 1% y 15.05 min respectivame nte.
Esto ocurre pues las arcillas del celite no logran capturar completamente los pigmentos
presentes en el concentrado dado que el tiempo de contacto solo les permite completar su
faceta de sorcién quimica Yy la faceta fisica, que implica mas tiempo de contacto, no se lleva
a cabalidad por los limites del experimento (Marrakchi et al. 2017). No obstante, la gréfica
deja ver gque los valores obtenidos del porcentaje de ED rondan entre el 77 hasta el 89% lo
gue supone un incremento de hasta el 12% de los valores obtenidos por el experimento de
la acidificacion en fase uno. Esto certifica que la adsorcién puede remover ain mas los
pigmentos indeseables del concentrado que la acidificacion por si sola.

Este resultado final (77-89%) de eficiencia en decoloracion es muy similar al obtenido por
Oliveira et al. (2015) quienes usando floculantes naturales de quitosano logran valores de
entre 68 a 94% de eficiencia en decoloracién. A pesar de aparentar ser mas eficiente que
las tierras adsorbentes en remover impurezas, el quitosano también retuvo hasta un 59% de
los estevidsidos presentes en su extracto, esta pérdida de esteviosidos jaméas es tan alta en
la literatura que utiliza tierras adsorbentes para remover impurezas de extractos de estevia
siendo la maxima de 3.82% reportada por Cortes et al. (2016).

Figura 15. Efecto del tiempo de adsorcién en minutos y porcentaje de celite sobre el
porcentaje de eficiencia en decoloracion (ED) del concentrado clarificado de estevia.
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Funcién de utilidad. Se muestran los valores 6ptimos de las variables independientes sobre
las diferentes respuestas (variables dependientes). Esto bajo restricciones de maximizacion
en los parametros de escala amarillo/azul (atributo b*), indice de blancura (IB) y porcentaje
de eficiencia en decoloracion (ED), y una minimizacion de los parametros de escala
rojo/verde (atributo a*) e indice de empardeamiento (IE).
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Figura 16. Funcion de utilidad para las variables independientes sobre los atributos y
caracteristicas colorimétricas mas eficiencia en decoloracién de un concentrado clarificado
de estevia.
°: Escala adimensional.

Todos los valores 6ptimos de las variables independientes fueron arrastrados hacia los
puntos axiales del estudio. Esto sugiere que se realice una dislocacion del punto central en
dichas variables con el propoésito de investigar su interaccion a niveles més altos, donde es
plausible afirmar que se maximizard el blanqueamiento del concentrado (Figura 16).

Fase 4. Comparacion del concentrado clarificado bajo condiciones Optimas versus
edulcorante comercial blanqueado Santiveri®, CRE intacto y tratamientos del punto
central.

El cuadro 18 demuestra como, significativamente, el concentrado éptimo es mas claro,
menos rojo, menos pardo y mas blanco que las medias de las muestras obtenidas bajo el
punto central. También el dptimo mostro la eficiencia en decoloraciébn mas cercana al
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edulcorante comercial blanqueado. Esto muestra la eficacia del método de superficie de
respuesta para predecir el efecto de las variables independientes implicadas (Rodrigues y
lemma 2015).

Cuadro 18. Comparacién de medias para analisis colorimétrico (atributos y caracteristicas)
y de absorbancia entre los productos finales y materia prima.

Producto L* a* b* H° IE® IB® ED (%)
CRE 6.45¢ 1.38¢ 454 73¢ 125.90°  6.334 od
Punto Central 51.41¢ 6.37%  47.902 82b 190.042¢ 31.37¢  87.06°
Optimo 55.65P 3.29>  41.87b 85b 125.74> 38.92°  90.18P
Stevia Santiveri® 81.652 -1.644 1.444 1392 0.29¢ 81.512 99.482
CV (%) 4.26 16.79 5.31 2.76 13.90 3.30 1.59

ad | a5 medias con diferente letra minGscula en la misma columna, indican diferencias
significativas entre tratamientos (P < 0.05).

He: Angulo de matiz.

¢ Escala adimensional.

IE: indice de empardeamiento; IB: indice de blancura.

ED: Porcentaje de eficiencia en decoloracion.

CRE: Concentrado rico en esteviosidos intacto.

CV: Porcentaje de coeficiente de variacion.

El cuadro 19 demuestra como el método de absorbancia tiene muy poca incidencia en la
densidad del extracto vegetal. Estas densidades no varian tanto por la filtracion final del
concentrado adsorbido que retiene las particulas remanentes de carbdn activado y diatomita
gue puedan tener una influencia significativa en la densidad final.

Cuadro 19. Comparaciéon de medias de densidad y pH entre los productos finales y materia
prima.

Producto Densidad (g/cm?3) pH
CRE 1.0088° 5.902
Punto Central 1.0155P 3.85¢
Optimo 1.0142° 3.84¢
Stevia Santiveri® 1.03232 4.13P
CV (%) 0.64 0.51

&¢ LLas medias con diferente letra miniscula en la misma columna, indican diferencias
significativas entre tratamientos (P < 0.05).

CRE: Concentrado rico en esteviosidos intacto.

CV: Porcentaje de coeficiente de variacion.
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4. CONCLUSIONES

Se disefi6 un sistema de blanqueamiento empleando &cido citrico, carbon activado y
una tierra diatomea todos con aprobacion de “generalmente reconocido como seguro”
lo que mantiene el perfil natural deseado por Everest Foods.

El punto 6ptimo para maximizar el blanqueamiento del extracto acuoso de estevia fue
de carbdn activado a 1.84%, tiempo de adsorcion de 15.05 minutos y Celite 545® a 1%.

El concentrado blanqueado bajo las condiciones 6ptimas fue mas claro, menos rojo,
menos café, y mas blanco que el CRE intacto. Ademas, tuvo una eficiencia en
decoloracion significativamente superior a las muestras del punto central del disefio
siendo el producto que méas se acerco al edulcorante comercial blanqueado Santiveri®.
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5. RECOMENDACIONES

Dislocar los puntos centrales de las variables porcentaje de carbdn activado, porcentaje
de Celite 545® y tiempo de adsorcién (min), para encontrar valores Oéptimas que
maximicen el blanqueamiento del extracto acuoso de estevia.

Disefiar un modulo de adsorcion con mayor capacidad de generar turbulencia a través
de agitadores verticales de alta velocidad propulsados por motores.

Someter el concentrado clarificado obtenido en este estudio a spray-drying para
eliminar agua, aumentar la concentracion de estevidsidos Yy luego diluirlos en agua
destilada con el propdsito de clarificar ain mas y obtener el perfil de dulzor deseable.
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7. ANEXO

Anexo 1. Fundamentacion tedrica de la extraccion.

Esta operacion unitaria involucra fitrados con membranas especiales que separan particulas
acorde a su peso molecular. Ultra filtrado (UF) puede atrapar particulas tan pequefias como
0.01 pmy nano filtrado (NF) hasta 0.001pum. Corte de peso molecular (CPM) es un método
de caracterizacion que describe la distribucion de poros y capacidad de retencion de las
ultra y nano membranas. Se define como el menor de los pesos moleculares (Dalton) a partir
del cual méas del 90% del soluto es retenido. Membranas de 1,000 a 100,000 Da de CPM
son consideradas ultra y de 100 a 1,000, nano. En cuanto a su configuracion geomeétrica
estas pueden ser: enrolladas en espiral, tubulares, fibra hueca y de plancha o marco, cada
una implica una operacion especial. Se recomienda tanto en UF como en NF utilizar fibra
hueca o enrollado en espiral, estas permiten lavado in situ y retro lavado. Everest Foods
utiliza configuracién de enrollado en espiral en sus dos membranas (Chakraborty 2017).

Es considerable el diferencial de presién necesario para empujar el fluido a través de las
membranas. El NF requiere de mayor presion transmembrana para operar. En el caso de
Everest Foods ambas se operan bajo el método de flujo tangencial o cruzado, donde existe
un afluente (alimentacion) y dos efluentes (permeado y rechazo). Este método es idoneo
para filtrar extractos con alto contenido de material filtrable, ademas, el flujo constante
conseguido previene el ensuciamiento superficial de la membrana y permiten reducir el
nimero de limpiezas (Chakraborty 2017).

La coloracion verde opaca obtenida es inevitable y se debe al traslape del peso molecular
de los estevidsidos con multiples compuestos como pesticidas, herbicidas, azucares,
endotoxinas/pirégenos y taninos hidrolizables (Tabla 1).

Tabla 1. Traslape de los pesos moleculares en Dalton (Da), entre compuestos atrapados en
el concentrado de la nano filtracion.

Compuesto glucido Peso molecular (Da) Compuesto Fotosintético
Rebaudiosido D 1129 907 Clorofila B
Rebaudiosido E 967 894 Clorofila A
Rebaudiosido A 967 596 Antoxantina
Rebaudiosido C 951 588 Xantofila
Esteviosido 805 569 Zeaxantina
Rebaudiosido B 805 538 Beta caroteno
Esteviol 626 300 Antocianina

Fuente: (Chakraborty 2017).
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Las razones de la poca eficiencia final fueron: (1) la relacion inversa entre rendimiento y
calidad inherente a las membranas: cuando las presiones transmembrana se aumentan para
incrementar el flujo de salida del compuesto meta, la selectividad de la membrana
disminuye atrapando menos material deseable. Esta premisa, en el proceso de Everest
Foods, es més evidente en la UF donde obtener mayor obtencién del permeado claro implica
perder mas estevidsidos en el rechazo. (2) La bomba de alimentacion de membranas tanto
en la extraccion uno y dos presentd un caudal de fuga menor pero constante a través del
largo proceso de filtrado.

Existieron ligeras variaciones poco significativas entre la extraccion de la fase uno con
respecto a la dos. EI cambio mas importante se trata del uso de hojas pulverizadas en la
extraccion de la fase dos, pues segin Sevak et al. (2014) el diametro idéneo cuando se
trabaja con membranas es de al menos 20 mm ya que particulas mas finas reducen el flujo
transmembrana al bloquear mas rapidamente el sitio activo de filtrado.
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