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RESUMEN

La planta de estevia presenta un elevado poder edulcorante debido a la
acumulacion de glucésidos de esteviol en sus hojas. EI consumo de estos
compuestos, una vez extraidos y purificados, se est4d extendiendo como
edulcorante acaldrico natural. Sin embargo, los extractos acuosos de la hoja
deshidratada presentan numerosas propiedades funcionales. Por ello, se
podrian incluir en la formulacién de diferentes alimentos asi como ser
consumidos directamente en forma de infusion, aportando no solo dulzor sino
también otras ventajas adicionales. En este sentido, el objetivo de este trabajo
ha sido evaluar el efecto de las variables temperatura, tiempo y método de
extraccidén (convencional, con ultrasonidos y por microondas) sobre algunos de
los compuestos bioactivos responsable de las propiedades presentadas por
estos extractos. Concretamente, se analizé la actividad antioxidante total,
contenido en fenoles totales y flavonoides de extractos acuosos de hoja
deshidratada de estevia. La extraccion convencional resultd ser el método mas
efectivo para preservar, al maximo, la capacidad antioxidante de hojas
deshidratadas de estevia, lograndose valores de actividad antioxidante (131 mg
trolox eq./g estevia a 90 °C 20 min), de fenoles totales (98 mg AG eq./g estevia
a 70 °C 20 min) y de flavonoides (67 mg catequina eq./g estevia a 100 °C 20
min) superiores a los presentados por los extractos obtenidos por otras
técnicas mas novedosas como los ultrasonidos (91 mg trolox eq./g estevia a 70
°C 5 min; 79 mg AG eq./g estevia a 70 °C 20 min; 36 mg catequina eq./g
estevia a 90 °C 20 min) y microondas (108 mg trolox eq./g estevia; 87 mg AG
eq./g estevia; 48 mg catequina eq./g estevia a 1,98 W/g de infusién 5 min).

Palabras clave: estevia, antioxidantes, ultrasonidos, microondas, temperatura
y tiempo de extraccion

RESUM

La planta d'estevia presenta un elevat poder edulcorant degut a I'acumulacié
de glucosids d'esteviol en els seus fulls. EI consum d'aquests compostos, una
vegada extrets i purificats, s'esta estenent com edulcorant acaloric natural. No
obstant aix0, els extractes aquosos del full deshidratat presenten nombroses
propietats funcionals. Per aix0, es podrien incloure en la formulacié de diferents



aliments aixi com ser consumits directament en forma d'infusio, aportant no
només dolcor sind també altres avantatges adicionals. En aquest sentit,
I'objectiu d'aquest treball ha sigut avaluar I'efecte de les variables temperatura,
temps i metode d'extraccié (convencional, amb ultrasons i per microones)
sobre alguns dels compostos bioactius responsables de les propietats
presentades per aquests extractes. Concretament, es va analitzar I'activitat
antioxidant total, contingut en fenols totals i flavonoides d'extractes aquosos de
fulla deshidratada d’estévia. L'extraccio convencional va resultar ser el métode
meés efectiu per preservar, al maxim, la capacitat antioxidant de fulles
deshidratades d'estévia, aconseguint valors d'activitat antioxidant (131 mg
trolox eq./g estévia a 90 °C 20 min), de fenols totals (98 mg AG eq./g estévia a
70 °C 20 min) i de flavonoides (67 mg catequina eq./g estévia a 100 °C 20 min)
superiors als presentats pels extractes obtinguts per altres técniques meés
noves com els ultrasons (91 mg trolox eq./g estévia a 70 °C 5 minuts; 79 mg
AG eq./g estevia a 70 °C 20 min, 36 mg catequina eq./g estevia a 90 °C 20 min)
i microones (108 mg trolox eq./g estevia ; 87 mg AG eq./g estévia; 48 mg
catequina eq./g estevia a 1,98 W/g d'infusié 5 minuts).

Paraules clau: estévia, antioxidants, ultrasons, microones, temperatura y
temps d’extraccio.

ABSTRACT

The stevia plant has high sweetening power due to the accumulation of
steviol glycosides in their leaves. Consumption of these compounds, once
extracted and purified, is being spreaded as naturally calorie-free sweeteners.
However, agueous extracts of dried leaf have numerous functional properties.
Therefore, they could be incorporated into the formulation of different foods or
directly be consumed as infusion, providing not only sweetness but also other
additional advantages. In this regard, the objective of this study was to evaluate
the effect of temperature, time of process and method of extraction
(conventional, by ultrasounds or by microwaves) on some bioactive compounds
responsible for the properties presented by these extracts. Concretely, total
antioxidant activity, total phenolic content and flavonoids of aqueous extracts of
dried stevia leaves were analyzed. The conventional extraction was the most
effective method to better preserve the antioxidant capacity of dried leaves of
stevia, achieving greater values of antioxidant activity (131 mg trolox eq./g
stevia at 90 °C 20 min), total phenol (98 mg AG eq./g stevia at 70 °C 20 min)
and flavonoid (67 mg catechin eq./g stevia at 100 °C 20 min) than those
presented by the extracts obtained by other newer techniques such as
ultrasounds (91 mg trolox eq./g stevia at 70 °C 5 min, 79 mg AG eq./g stevia at
70 °C 20 min, 36 mg catechin eq./g stevia at 90 °C 20 min) microwave (108 mg
trolox eq./g stevia ; AG 87 mg eq./g stevia; 48 mg catechin eq./g stevia to 1.98
W/g for 5 min infusion).

Keywords: stevia, antioxidants, ultrasounds, microwave, temperature and
extraction time



1. INTRODUCCION

En las dltimas décadas la sociedad ha ido cambiando sus habitos
alimenticios, reemplazando algunos alimentos ricos en grasas y carbohidratos
por otros con menor contenido de los mismos. Debido a esta tendencia por
parte de los consumidores, la industria alimentaria ha realizado un esfuerzo
notable por ofrecer un amplio conjunto de edulcorantes, naturales o artificiales,
de caracteristicas organolépticas similares a las de los azUcares pero con un
aporte caldrico inferior. En este contexto aparecen los glucdsidos procedentes
de Stevia rebaudiana como una interesante alternativa al uso de azucares de
mesa y de edulcorantes artificiales, debido a que ademas de ser acaloricos son
también naturales.

La estevia (Stevia rebaudiana) es una planta perenne originaria de
Paraguay perteneciente a la familia Asteraceae (Goyal et al., 2010). La
principal caracteristica de la hoja de estevia es su elevado sabor dulce, entre
250-300 veces superior al de la sacarosa, consecuencia de la presencia de
glucosidos de esteviol (Ghanta et al., 2007). El uso mas comun de la hoja de
estevia esta dirigido a la extraccion y purificacién de los esteviosidos con el fin
de obtener un edulcorante natural acaldrico, aunque la hoja de la planta posee
otras propiedades terapéuticas. De ahi el creciente interés en el uso no solo de
los esteviosidos aislados sino de extractos acuosos de hoja deshidratada de
estevia. Estos extractos podrian consumirse a modo de infusibn o ser
incorporados a diferentes formulaciones alimentarias como zumos, galletas,
mermeladas, golosinas, etc. La EFSA (European Food Safety Authority)
reconocio la seguridad de los extractos de hoja de estevia para uso alimentario
en noviembre de 2011 (EFSA, 2011), a pesar de que su uso estaba autorizado
diferentes paises de Asia y América desde hace afios En concreto, Japén fue
el primer pais en comercializar los estividsidos como edulcorante en farmacos y
alimentos en 1968 (Kroyer, 2010). Las hojas de estevia son ricas en
compuestos con propiedades antiinflamatorias (Jayaraman et al., 2008),
diuréticas (Kochikyan et al., 2006), antihipertensas (Chan et al., 2000)
antihiperglicemicas, (Chen et al., 2006), antidiarreicas (Chatsudthipong vy
Muanprasat, 2009) y antitumorales (Chen et al, 2006), ademas de
antioxidantes. Diversos autores han estudiado la capacidad antioxidante de
extractos provenientes de hojas de plantas tales como el té (Yao et al., 2003),
del mate (Dugo et al., 2009) o de la menta (Biswas et al.,, 2012). Los
compuestos fendlicos y flavonoides, también presentes en las hojas de estevia,
son los responsables de la elevada capacidad antioxidante de las plantas
(Tadhani et al., 2007; Shukla et al., 2009; Muanda et al., 2011). La separacion
de los principios activos de la hoja deshidratada o fresca puede realizarse
facilmente por medio de una extraccion acuosa. Sin embargo, en ciertos casos
la aplicacion de elevadas temperatura y tiempos prolongados de extraccion
pueden conducir a la pérdida de las propiedades antioxidantes, ademas de
requerirse un pretratatamiento de la materia prima con el fin de obtener
rendimientos adecuados. La aplicacion tanto de ultrasonidos como de energia
de microondas podria aumentar la velocidad de transferencia de materia y por
tanto el rendimiento de extraccion de compuestos antioxidantes a partir de
material vegetal, y por tanto de hojas de estevia. La aplicacion de ultrasonidos



es una técnica basada en la incidencia de ondas acusticas inaudibles a una
frecuencia superior a 20 kHz sobre un medio fisico. Concretamente, los
ultrasonidos de potencia, también llamado de baja frecuencia y elevada
energia, se utilizan en la ingenieria de alimentos con el fin de acelerar los
fendbmenos de transferencia de materia y calor. En este sentido, también se
han utilizado con el fin de aumentar la cinética de extraccibn de compuestos
bioactivos a partir de material vegetal asi como de aumentar su rendimiento.
Mediante la aplicacion de ultrasonidos se produce una mayor penetracion del
disolvente en la matriz celular, una alteracién de la estructura y por tanto una
mejora en la transferencia de materia. Este hecho es consecuencia del
calentamiento producido por la absorcién de energia acustica en las interfases,
de los fendmenos de “efecto esponja” (ciclos de compresion-expansion rapidos
y sucesivos) y de “cavitacion” (por formacién, crecimiento y colapso de
pequefias burbujas de aire como consecuencia de los cambios de presién) que
se producen en el interior del producto, asi como de la generacién de un
régimen turbulento en el medio liquido. Algunos procesos en los que se ha
aplicado con éxito serian la extraccion de compuestos antioxidantes a partir de
cascaras de citricos (Ya-Qin Ma et al., 2009), de compuestos aromaticos en ajo
(Jimenez et al., 2003) o de aceites y polifenoles en semillas de uva (Da Porto et
al., 2012).

Por otro lado, las ondas electromagneticas a la frecuencia de microondas
provocan un movimiento interno de migracion y rotacién de las moléculas
bipolares, principalmente el agua, al intentar orientarse en el campo
electromagnético. El rozamiento derivado de este movimiento molecular
contribuye al rapido calentamiento de la matriz vegetal. Una de las principales
ventajas de este método es la notable reduccién del tiempo de extraccion con
respecto al método convencional. Esta técnica est4d siendo ampliamente
utilizada en la sintesis y extraccion de compuestos organicos por sus ventajas,
por lo que ha alcanzado un vertiginoso desarrollo en la Ultima década (Balcinde
et al., 2003). En este contexto, Jawad et al. (2012) lo han aplicado con éxito la
energia de microondas en la extraccidbn de compuestos fendlicos a partir de
cascaras de mandarina.

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el efecto de la aplicacién de
ultrasonidos y de energia microondas en el proceso de extracciéon de
compuestos antioxidantes a partir de hoja deshidratada de estevia.
Concretamente, se evaluara el efecto de la temperatura y tiempo de extraccion
convencional, con ultrasonidos y microondas sobre la capacidad antioxidante
total, contenido en fenoles totales y flavonoides totales.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1 Materia prima
El trabajo se ha llevado a cabo utilizando hojas de estevia (Stevia

rebaudiana) deshidratada de produccion ecoldgica de la marca Raab Vitalfood,
adquiridas en el mercado local.



2.2 Tipo de extraccion sélido-liquido

Se realizaron extracciones sélido-liquido de hojas deshidratadas de estevia
en agua en una relacion constante producto:disolvente de 1:100 (p/p) mediante
tres técnicas diferentes:

a) Extraccion convencional a presién atmosférica y en bafio termostatado a 50,

70,90y 100 °C durante 1, 5, 20 y 40 minutos.

b) Energia de microondas aplicando una potencia relativa de 1,98 W/g de
infusién durante 1, 2, 3 y 5 minutos y a 3,30 W/g de infusién durante 1y 2
minutos.

c) Ultrasonidos a 50, 70 y 90 °C durante 1, 5y 20 minutos.

Posteriormente, los extractos acuosos se filtraron con papel de filtro y se
dejaron enfriar para la determinacion de la capacidad antioxidante total, fenoles
totales y flavonoides totales. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado.

Se utilizé un molinillo de la marca Severin con cuchilla de acero inoxidable
para triturar la hoja de estevia para mejorar la superficie de contacto de la hoja
con el agua. Para las extracciones solido-liquido se usaron un bafio de la
marca PSelecta Precisdig con set de temperatura, un bafio de ultrasonidos de
la marca Ultrasounds-H selecta y un microondas de la marca Samsung con una
potencia de 100-750 W. Para la determinacién de la capacidad antioxidante
total, fenoles totales y flavonoides totales se usé un espectrofotometro de la
marca Jasco modelo V-360.

2.3 Determinacién de la capacidad antioxidante

La actividad antioxidante (AA) del extracto de hoja se midié segun el método
descrito por Shahidi et al. (2006) con algunas modificaciones. En este método,
la intensidad del color violaceo de la disolucién 2,2-difenill-1-picrilhidrazil
(DPPH) disminuye en presencia de antioxidantes y el cambio de su
absorbancia se mide espectrofotométricamente a 515 nm. A 0,1 mL de la
muestra diluida en metanol se le afiadieron 3,9 mL de una disolucién de DPPH
de 0,024 g/L y después de 30 minutos se midi6é la absorbancia. La actividad
antioxidante (%) de las muestras fue calculada en funcion de la siguiente
expresion:

AA(%) _ At:O — Ar:so

=0

Donde Ao es la absorbancia inicial del DPPH (sin muestra) y Ai=30 €S la
absorbancia de la muestra después de 30 minutos.

La medicion se compar0 con una curva estandar preparada con
disoluciones de Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid) y expresada en mg equivalentes de trolox por gramo.



2.4 Determinacion de fenoles totales

Las muestras fueron analizadas espectrofotométricamente para determinar
el contenido total de fenoles por el método colorimétrico modificado de Folin-
Ciocalteu (Sakanaka et al., 2004). Para ello, 0,125 mL de una dilucién conocida
del extracto fueron anadidos a una cubeta con 0,5 mL de agua destilada. A
continuacion se adicionaron 0,125 mL del reactivo Folin-Ciocalteu. La mezcla
se mantuvo en reposo durante 6 minutos y después se le afiadieron 1,25 mL de
una disolucion de sodio carbonato al 7% y 1 mL de agua destilada. El color
evolucion6 durante 90 minutos y la absorbancia fue medida a 760 nm. La
medicidn se compard con una curva estandar preparada con disoluciones de
acido gélico (mg de &cido galico equivalentes por gramo). Se prepar6 un blanco
de la misma forma pero sin muestra.

2.5 Determinacion del contenido total de flavonoides

El contenido de flavonoides fue determinado usando el método colorimétrico
descrito por Bhatti et al. (2007). Un volumen de 0,25 mL de una dilucién
conocida de la muestra se mezclé con 1 mL de agua destilada en una cubeta.
A continuacién se le afiadieron 0,075 mL de una disolucion de nitrito sédico al
5%. Después de 6 minutos, se afiadieron 0,150 mL de cloruro de aluminio al
10% y la mezcla se dej6 reposar durante 5 minutos antes de afiadirle 0,5 mL de
hidroxido sddico 1M. Finalmente se adicionaron 2 mL de agua destilada y se
midi6é la absorbancia inmediatamente a 510 nm. La medicion se compar6 con
una curva estandar preparada con disoluciones de (+)-catequina y los
resultados se expresaron como mg de catequina equivalentes por gramo. Se
prepard un blanco de la misma forma pero sin muestra.

2.6. Anédlisis estadistico

La evaluacion de la significacion estadistica de las diferencias encontradas
de las variables se ha realizado con un Analisis de la Varianza (ANOVA). El
estudio de las interacciones entre los factores temperatura y tiempo, se llevo a
cabo mediante un test de comparacion multiple, LSD test con un nivel de
significacion del 95% (p<0,05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Influencia de las condiciones de extraccion acuosa de hojas de
estevia sobre el contenido de fenoles totales

En la figura 1 se presentan el contenido en fenoles totales, expresados
como mg de acido gélico eq./g estevia, en las muestras de extractos de hoja de
estevia analizadas segun el método de extraccion y sus variables (tiempo,
temperatura o potencia). Por otra parte, en la figura 2 se presenta el grafico de
interaccion de los factores tiempo y temperatura de extraccion, comparando el



método convencional y utilizando ultrasonidos, en el contenido de fenoles
totales de los extractos de estevia analizados.

De acuerdo al método de extraccion, los resultados obtenidos ponen de
manifiesto que la extraccion convencional consiguié un mayor rendimiento en la
obtencion de fenoles totales cuando se trabajo a temperaturas superiores a 70
°C. En este caso, la extraccion de fenoles totales se increment6 conforme
aumento la temperatura hasta 90 °C. La subida de temperatura en el intervalo
entre 90 y 100 °C no mejord en ningun caso la extraccién, probablemente
debido al deterioro sufrido por los compuestos fendlicos al alcanzar
temperaturas de ebullicibn del extracto. Estos resultados coinciden con los
obtenidos por Liazid et al. (2007) que observaron que a partir de 100 °C
determinados compuestos fendlicos dejaban de ser estables. Por otra parte,
siguiendo con el método convencional, en general, el aumento en el tiempo de
proceso no mejoro la extraccion de fenoles. Sélo en las muestras tratadas a 70
°C, si que se registré6 un aumento significativo de la extraccion de fenoles
totales conforme aumentaba el tiempo de proceso, avalado por la distribucion
de los grupos homogéneos registrados en la figura 1. Sin embargo, para 90 °C,
el contenido de fenoles totales extraido fue similar para todos los tiempos
considerados. En este sentido, con este método se recomendarian unas
condiciones de extraccion de 90 °C durante 1 min para obtener la mayor
cantidad de fenoles.

Respecto a la extraccion de fenoles totales con ultrasonidos, el efecto del
tiempo fue mas significativo, dando lugar a mayores niveles de extraccion
conforme se aumento el proceso. No obstante, el efecto de la temperatura fue
menos acusado, sin presentarse unas diferencias tan marcadas entre 50 y 90
°C como en el método convencional (figura 2). En este caso, las condiciones
recomendables para conseguir la maxima extraccién de fenoles totales no se
centrarian en el empleo de altas temperaturas, sino en tiempos de proceso mas
elevado (50 °C durante 20 min), con la consecuente ralentizacion del proceso
total y sus posibles interacciones con otros componentes susceptibles de sufrir
deterioro a prolongadas exposiciones de ultrasonidos. Estos resultados son
coherentes con los obtenidos por otros autores que observaron que a
temperaturas mayores de 50 °C con extraccién asistida por ultrasonidos no
mejoraron el proceso de extraccion de fenoles totales en cascara de citricos
(Ya-Qin Ma et al., 2009; Muhammad et al., 2010) y en fresas ya que a
temperaturas superiores a 50 °C se induce a la inestabilidad de los compuestos
fenolicos (Herrera y Luque de Castro, 2005). Sin embargo, a diferencia de los
resultados obtenidos en este trabajo, estudios previos ponen de manifiesto que
los ultrasonidos mejoran la extraccion de fenoles de otros productos (Mason et
al., 1996; Vinatoru et al., 2001; Virot et al., 2009).

En cuanto a la extraccion por microondas, es importante comentar que
potencias superiores a 3,30 W/g de infusiébn para tiempos superiores a 2
minutos implicaron la ebullicién y el desbordamiento de la muestra. Puesto que
el proceso de extraccion en estas condiciones no seria operativo, no se
realizaron las determinaciones a partir de estas condiciones de trabajo.
Ademas, para los tiempos de proceso en los que se trabajo a las dos
potencias, no se registraron diferencias significativas en la cantidad de fenoles
extraidos. Considerando la potencia aplicada de 1,98 W/g de infusion, si que se



evidencio un ligero efecto del tiempo en el aumento de la extraccion de fenoles.
En este sentido, la mayor extraccion de fenoles obtenida por microondas seria
utilizando una potencia de 1,98 W/g de infusion durante 5 minutos.
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Figura 1. Contenido en fenoles totales (mg acido gélico equivalentes/g hoja de estevia) en funcion de
la temperatura y el tiempo de extraccion.
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resultado del ANOVA multifactor aplicado a la variable respuesta: fenoles totales.

3.2 Influencia de las condiciones de extraccién acuosa de hojas de
estevia sobre el contenido de flavonoides totales

La figura 3 presenta los resultados de flavonoides, expresados como mg de
catequina eq./g estevia, en las muestras de extractos de hoja de estevia
analizadas segun el método de extraccion y sus variables (tiempo, temperatura
0 potencia). Por otra parte, en la figura 4 se muestra el grafico de interaccion de
los factores tiempo y temperatura de extraccion, comparando el método
convencional y utilizando ultrasonidos, en el contenido de flavonoides de los
extractos analizados.



Como en el caso de los fenoles totales, la mayor extraccién de flavonoides
tuvo lugar cuando se utilizé el método convencional y se trabajo a temperaturas
superiores a 70 °C. Ademas, en este caso, el incremento en la temperatura
aumentd la extraccion de flavonoides, incluso a temperaturas de ebullicién (100
°C), lo que pondria de manifiesto la mayor termorresistencia de estos
compuestos en comparacion con los fenoles. El tiempo de proceso, sélo mejord
la extraccion de flavonoides cuando se trabajo a 100 °C, sin observarse
diferencias significativas en los resultados entre 5 y 20 minutos.

En la extraccién con ultrasonidos, tampoco el aumento en la temperatura
contribuy6 a mejorar la extraccion de flavonoides, aunque el tiempo de proceso
si.

En el caso de la aplicacion de microondas, la extraccion de flavonoides
siguié la misma tendencia que en la extraccion de fenoles, obteniéndose la
mayor extraccion de flavonoides utilizando una potencia de 1,98 W/g de
infusion durante 5 minutos.
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3.3 Influencia de las condiciones de extracciéon acuosa de hojas de
estevia sobre la actividad antioxidante

En la figura 5 se presentan los resultados de actividad antioxidante,
expresados como mg trolox eq./g estevia, en las muestras de extractos de hoja
de estevia analizadas segun el método de extraccidén y sus variables (tiempo,
temperatura o potencia). Por otra parte, en la figura 6 se presenta el grafico de
interaccion de los factores tiempo y temperatura de extraccion, comparando el
meétodo convencional y utilizando ultrasonidos, en la actividad antioxidante de
los extractos de estevia analizados.

Coherentemente con los resultados obtenidos para el contenido en
flavonoides y fenoles totales, la extraccion convencional resulté ser el método
mas efectivo para preservar, al maximo, la capacidad antioxidante nativa de las
hojas de estevia en sus extractos acuosos. Asi, mientras la extraccion
convencional permite obtener valores de actividad antioxidante de hasta 131
mg trolox eq./g estevia a 90 °C y 20 minutos, tanto con ultrasonidos como con
microondas la actividad antioxidante se sitla entorno a un valor medio de 100
mg trolox eq./g estevia en las condiciones mas favorables. Tal y como ya se ha
explicado previamente, la extracciobn con ultrasonidos deberia generar
rendimientos mas altos en tiempos mas cortos. En contraposicién, los
resultados obtenidos en este estudio difieren de los de otros autores que
consiguieron un incremento del rendimiento en la extraccién asistida por
ultrasonidos (Mason et al., 1996; Vinatoru et al., 2001; Virot et al., 2009).

Sin embargo los valores de capacidad antioxidante total por extraccién con
microondas son coherentes con los estudios realizados por Inglett et al. (2009).
Estos autores obtuvieron una menor actividad antioxidante por extraccion con
microondas, argumentando que la energia aplicada por el microondas podria
degradar determinados compuestos antioxidantes.

En cuanto al efecto del tiempo y la temperatura de extraccion, en el caso
del método convencional, el analisis estadistico reveld que no existieron
practicamente diferencias significativas entre los valores de actividad
antioxidante de los extractos en funcion de la temperatura ni del tiempo de
extraccidon por encima de 70 °C, si bien un aumento de temperatura por encima
de los 90 °C resulté tener un efecto negativo, posiblemente debido a la
inestabilidad de los compuestos antioxidantes a elevadas temperaturas (Inglett
et al., 2009). Cabe destacar que los resultados muestran una ligera ventaja al
realizar la extraccion a 90 °C durante 20 minutos con respecto a 70 °C. Cuando
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se aplicaron ultrasonidos, los extractos con mayor actividad antioxidante fueron
aquellos obtenidos a 70 °C, no existiendo influencia del tiempo de extraccion.
Este hecho pone de manifiesto el desinterés de prolongar el tiempo de
extraccion mas alla de 1 minuto bajo estas condiciones. En cuanto a la
aplicacion de energia de microondas, los resultados parecen indicar un
incremento en la actividad antioxidante de los extractos de estevia conforme
aumenta el tiempo de extraccion. Respecto al efecto de la potencia aplicada, el
hecho de que los extractos alcanzaran la temperatura de ebullicion al aplicar
potencias de 3,30 W/g de infusion a tiempos superiores a 2 minutos, permite
deducir que un incremento de la potencia aplicada no implicaria una ventaja no
s6lo desde la perspectiva de las propiedades antioxidantes del extracto sino
tampoco de sus propiedades fisico-quimicas y sensoriales. La elevada
desviacion estandar de los datos obtenidos bajo estas condiciones ponen de
manifiesto, ademas, la dificultad para controlar adecuadamente las condiciones
de trabajo.
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Figura 5. Contenido en antioxidantes totales (mg Trolox equivalentes/ g hoja de estevia) en funcion de
la temperatura y el tiempo de extraccion.
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Figura 6. Gréfico de interaccion Método (Convencional y Ultrasonidos)-Temperatura de extracciéon
resultado del ANOVA multifactor aplicado a la variable respuesta: actividad antioxidante.
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A modo de resumen en la tabla 1 se presentan los valores del cociente-F y
el nivel de significacion de las variables de extraccion (factores) analizadas en
este estudio resultado de los diferentes ANOVAs multifactor realizados para el
contenido de fenoles totales, flavonoides y actividad antioxidante. Cabe
destacar que, salvo en la actividad antioxidante, todos los factores (método,
tiempo y temperatura o potencia en el caso de aplicacion con microondas) asi
como sus interacciones, resultaron tener un efecto significativo a un nivel de
significacién superior al 99.9 %. En cuanto al peso de los diferentes factores
(cociente-F) sobre las variables respuesta, la interaccion método-temperatura o
potencia en el caso de la extraccion con microondas, resultd ser la mas
influyente (mayor valor de cociente-F de la interaccion AB) asi como los
factores simples: método y temperatura. Aunque el tiempo resultd ser un factor
con efecto estadisticamente significativo sobre las variables respuesta, tan solo
en el caso del contenido en fenoles totales presentd realmente relevancia
(comparacion entre valores cociente-F de fenoles y del resto de variables
respuesta).

Tabla 1. Valores del coeficiente-F y nivel de significacion de los factores: método, temperatura y tiempo
de extraccion resultado del ANOVA multifactor aplicado a la variables respuestas: contenido en fenoles
totales, flavonoides y actividad antioxidante de los extractos acuosos de hojas de estevia.

Cociente-F
Efectos principales Fenoles Flavonoides Act. Antioxidantes
A: Método 121,67* 355,40** 122,87**
B: Temperatura 130,01** 153,15** 186,16**
C: Tiempo 123,30** 49,82** 21,22**
Interacciones
AB 102,68** 156,80** 96,05**
AC 6,20** 32,25** 0,79 NS
BC 11,70** 8,32** 1,99 NS
ABC 17,31** 3,96** 3,02*

NS: diferencias estadisticamente no significativas (p= 0.05); nivel de confianza: * p< 0.05; ** p< 0.01

4. CONCLUSIONES

La extractabilidad de los compuestos antioxidantes en la infusion de hojas
de estevia se vio afectada por el método de extraccidén, asi como por la
temperatura y en menor medida por el tiempo de extraccidon. La aplicacion de
ultrasonidos y la energia de microondas degradan los compuestos
antioxidantes presentes en los extractos acuosos de estevia. La extraccion
convencional consiguié un mayor rendimiento en la obtencion de actividad
antioxidante, fenoles y flavonoides totales, siendo las condiciones Optimas,
maxima extraccion, diferentes para cada compuesto. Asi, en el caso de fenoles
y actividad antioxidante, éstas serian de 90 °C durante 1 y 20 minutos,
respectivamente; mientras que para flavonoides serian 100 °C durante 5
minutos. En el caso de tener que elegir unas condiciones comunes de

12



extraccion para todos los compuestos, éstas corresponderian a 90 °C durante
20 minutos, priorizando asi el maximizar el valor de actividad antioxidante total
puesto que ésta es el resultado de la presencia ademas, de otros compuestos
bioactivos no analizados en este trabajo.
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