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RESUMEN
En la actualidad existe un interés creciente en el estudio de plantas medicinales,
una de ellas es la estevia (Stevia rebaudiana Bertoni), la cual se utiliza como
edulcorante natural ya que produce glucésidos diterpenoides (esteviosidos),
compuestos que pueden ser utilizados como edulcorantes dietéticos. El objetivo
fue cuantificar los esteviosidos y rebaudiosidos A presentes en Stevia rebaudiana
cultivada en diferentes sustratos: tierra de hoja, tierra de hoja con lombricomposta,
tierra de hoja con perlita y tierra de hoja con fibra de coco. La solucién nutritiva
que se aplico en los sustratos fue la de Steiner a 50 %. Se evalud peso fresco y
seco de hojas (g por planta), concentracién de esteviésido y rebaudiésido A con
técnicas semicuantitativas (cromatografia de capa fina) y cuantitativas (HPLC). La
mezcla de tierra de hoja con lombricomposta, favorecidé la concentracion de
esteviosido (9.5 %) y rebaudiésido A (71.5 %). Esta combinacion de sustratos se
considera adecuada para la produccion organica de este cultivo, ya que se obtuvo

el mayor peso fresco y seco de hojas (154.8 y 39.6 g por planta, respectivamente).

Palabras clave: glucésidos, edulcorante natural, lombricomposta, cromatografia de
capa fina, HPLC.



INTRODUCCION
Stevia rebaudiana (Figura 1), es una planta herbacea perenne de la familia
Asteraceae (Cuadro 1). Posee hojas lanceoladas de aproximadamente 5cm de
longitud y 2cm de ancho y con disposicion alternada. En estado silvestre, la altura
de las plantas varia entre 40 y 80cm, pero cultivadas pueden medir hasta 1 m de
altura. La planta se adapta facilmente a cualquier region tropical y subtropical con
altitud desde el nivel del mar hasta 1,200 m. (Douglas, 2002). Es originaria del

noroeste de Paraguay y del sureste de Brasil (Brandle, 1998).

Figura 1. Stevia rebaudiana (Madan et al., 2010).

Cuadro 1. Clasificacion taxondémica Stevia (Fuente: Integrated Taxonomic
Information System).

Reino Plantae
Division Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género y especie Stevia rebaudiana

Existen 154 miembros del género Stevia que contienen varios compuestos
edulcorantes, sin embargo, Stevia rebaudiana es la mas dulce de todas (Goyal et
al., 2009; Douglas, 2002).



La estevia era utilizada por los nativos guaranies de la regidon subtropical de
Paraguay y Brasil para endulzar tés y otras bebidas refrescantes, asi que por la
virtud de tener propiedades similares al azlUcar atrajo la atencion comercial de las
industrias farmacéuticas como sustituto de azucar refinada y como suplemento

alimenticio, para disminuir la obesidad (Saikat et al., 2015).

Esta planta contiene como moléculas responsables del sabor dulce, esteviésidos y
rebaudiésidos que son una serie de glucosidos, con un poder edulcorante de 100
a 400 veces mayor que la D-glucosa. Se han realizado muchos estudios de esta
planta, enfocados a su papel benéfico en un gran numero de aplicaciones para la
salud. Asimismo, existen reportes sobre su actividad antidcida, cardiotdnica,
actividad anticaries y propiedades como coadyuvante al tratamiento contra el
rotavirus (Brandle, 1998).

La estevia tiene efectos antihiperglicémicos e insulinotrépicos que ayudan al
tratamiento de diabetes mellitus tipo 2 y como estimulante en la secrecién de
insulina actuando en las células del pancreas (Jeppesen et al., 2002); estas
propiedades atribuidas al consumo de la planta han favorecido su uso como
alternativa del azicar comun. El cultivo de S. rebaudiana se ha convertido en una
practica econémicamente atractiva (Jarma et al., 2010). Las hojas secas y molidas
de la planta son 30 veces mas dulces que el azlcar y, hojas enteras frescas 15

veces mas (Douglas, 2002; Jentzer et al., 2015).

Compuestos edulcorantes de la estevia
Las moléculas edulcorantes aisladas a partir de hojas de esta planta, pueden
llegar a ser hasta 300 veces mas dulces que la sacarosa, principalmente

esteviosidos, rebaudiosidos A, C, y D, y dulcosidos A (Jiménez et al., 2010).

El contenido de edulcorantes naturales en las hojas de Stevia es de
aproximadamente 4-20% con base a peso seco. Estos componentes son

glucosidos diterpenoides y existen mas de 20 tipos.
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El esteviésido y el rebaudiésido A, son dos de los principales agentes
edulcorantes termoestables incluso hasta 200°C, lo que los hace adecuados para
su uso en alimentos cocinados o sometidos a altas temperaturas (Lemus et al.,
2012).

Estos compuestos son glucdsidos derivados del diterpeno esteviol (entero-13-
hidroxikaureno-16-en-19-oicoacido) que se forma mediante la sustitucién del
atomo de hidrogeno del grupo carboxilo con glucosa, xilosa y ramnosa para formar
un éter (Chaturvedula et al., 2011). El esteviol tiene dos grupos hidroxilo, uno
unido al carbono 19(C-19) y el otro unido al carbono 13 (C-13) (Figura 2), que
pueden ser glicosilado para formar diversos compuestos derivados conocidos

como glucésidos de esteviol (Cuadro 2) (Aranda et al., 2014).

Figura 2. Estructura quimica de la aglicona de los glucésidos de esteviol (Aranda
et al., 2014).

11



Cuadro 2. Estructura, formula y peso molecular de los derivados de glucésidos de
esteviol (Aranda et al., 2004).

Peso
COMPONENTE R1 R2
Molecular
Steviosido B-Glc B-Glc- B-Glc (2—1) 804.88
Rebaudidsido A B-Glc B-Glc- B-Glc (2—1) B-Glc (3—1) 967.01
Rebaudiésido B H B-Glc- B-Glc (2—1) B-Glc (3—1) 804.87
o B-Glc- B-Glc-a- Rha (2—1) B-
Rebaudiésido C B-Glc 951.03
Glc (3—1)
. B-Glc- B-Glc
Rebaudidsido D (2—1) B-Glc- B-Glc (2—1) B-Glc (3—1) | 1129.17
Rebaudidsido E | B-Glc- B-Glc B-Glc- B-Glc (2—1) 966.43
Rebaudidsido F B-Glc B-Glc- B-Xyl (2—1) B-Glc (3—1) 936.98
Dulcosido A B-Glc B-Glc-a-Rha (2—1) 788.87
Rubosaésido B-Glc B-Glc 642.7316
Steviolbiosido B-Glc- B-Glc (2—1) 642.73

En las variedades cultivadas, los principales compuestos glucésidos de esteviol
que se presentan son cuatro: esteviésidos, rebaudiésido A, rebaudidsido C y
rebaudiésidos dulcésidos, y en pequefias cantidades, rebaudiésidos D (<0.4%)
junto con rebaudiésidos C (1%-2%), dulcosido A (0.4%-0.7%), estevidsidos

rubusoésidos, rebaudiésidos B, E y F (<0.4% cada uno) (Aranda et al., 2014).

Los glucésidos de esteviol son moléculas diterpeno que al conjugarse forman un
polvo blanco cristalino, considerado un producto 100% natural, no téxico, ni
mutagénico, cuyo consumo no aporta calorias. Las hojas pueden utilizarse en su
estado natural y ain en cantidades pequefias aportan sensacion dulce al paladar,
sin incrementar la glucosa en sangre, debido a que los enlaces glucosidicos de

estos compuestos, no son degradados en el tracto intestinal (Jarma et al., 2010).

El uso de edulcorantes intensos, bajos en calorias, seguros y eficaces en los

alimentos procesados esta ganando popularidad debido a una mayor
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concientizacién de los consumidores sobre la ingesta de calorias en la dieta. El
Comité Mixto FAO-OMS de expertos en aditivos alimentarios revisé la seguridad
de los glucésidos de esteviol (en equivalentes de esteviol) y recomienda un limite
aceptable de ingesta diaria (IDA) de 4 mg/kg de peso corporal por dia (EFSA,
2010).

Por otra parte, diversos estudios han demostrado que el consumo de edulcorantes
como el aspartame, sacarinas y ciclamatos, los cuales son compuestos que han
sido utilizados por las personas que buscan el control de glucosa o de su peso,
estan implicados en la aparicidn de ciertos efectos secundarios adversos, los
cuales no se han reportado en personas que utilizan estevia como edulcorante
(Duran et al., 2013). En Japén prohibieron el uso de edulcorantes sintéticos desde
1970 y se han enfocado en la produccion de edulcorantes naturales a base de S.
rebaudiana, practica que ya se esta realizando en otros paises, incluido México
(Gonzaélez et al., 2011).

La estevia constituye una alternativa prometedora, mientras que los edulcorantes
sintéticos estan siendo cuestionados por los efectos de su consumo a corto y largo
plazo. Es interesante observar como el consumo de esta planta, ya sea como
hierba o como un producto industrializado derivado de la planta, esta
convirtiéndose en competencia para el mercado de los edulcorantes sintéticos
(Duran et al., 2013).

La Agencia de Alimentos y Drogas (FDA) de los Estados Unidos aprobé en 2008
el uso de los glucdsidos diterpenoides como edulcorantes naturales no caldricos
en alimentos y bebidas favoreciendo asi el mercado de los edulcorantes, asi como
en agricultura, ganaderia, farmacéutica y cosmetologia, por lo que es de preverse
que el cultivo de estevia es una practica innovadora rentable, pues presenta
condiciones prometedoras en los mercados nacionales e internacionales (Jarma et
al., 2010).

13



Japodn fue el pais asiético pionero en popularizar el uso de los esteviosidos como
edulcorantes en alimentos y medicamentos. Desde entonces, el cultivo de estevia
se ha extendido a paises de Asia como China, Malasia, Singapur, Corea del Sur,
Taiwéan y Tailandia. Se estima que la demanda de hojas secas de S. rebaudiana
podria llegar a ser de 202,500 toneladas al afio.

En México, el Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias (INIFAP) establecié las condiciones 6ptimas para la realizacion del
cultivo de Stevia en México, donde sefialan que, debido al origen tropical y
subtropical de la planta, esta requiere humedad alta y constante. Por otra parte,
los suelos areno arcillosos, francos y franco-arenosos con regular proporcién de
humus, son idoneos (Figura 3), asi como con adaptacion a suelos no salinos con

buen drenaje y pH de entre 6.5a 7.5 (Ramirez et al.,2011).

Figura 3. Plantas de S. rebaudiana cultivadas en suelo (Ramirez et al., 2011).

Las zonas de alto potencial para el cultivo de estevia en México principalmente
son los que se ubican en el Pacifico como Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima,
Michoacan, Guerrero, Oaxaca y Chiapas (Figura 4); no obstante, existen algunas
areas importantes en la region del Golfo de México también con un alto potencial,
sobre todo en los estados de Tamaulipas, Veracruz y en menor medida en

Tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana Roo (Ramirez et al., 2011).
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Figura 4. Distribucidn de las areas potenciales para el cultivo de S. rebaudiana en
la Republica Mexicana (Ramirez et al., 2011).

La planta, de manera tradicional se propaga principalmente por semillas que
resultan de la polinizacion cruzada. Esta forma de reproduccion implica
recombinacién genética y, por lo tanto, alta heterogeneidad en cuanto al
crecimiento de las plantas y la produccion de esteviésidos. Se ha recurrido a la
reproduccion asexual mediante estacas para tratar de obtener materiales
homogéneos; sin embargo, con esta forma de reproduccién se obtiene bajo

namero de individuos por planta (Sakaguchi et al., 1982).

Técnicas de extraccion y analisis de esteviolglucosidos de estevia
La industria alimenticia tradicionalmente utiliza azGcar como agente edulcorante;
sin embargo, la creciente demanda de otros edulcorantes como respuesta a las

recomendaciones de la disminucion de sacarosa y preferencias del consumidor
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deben cumplir con los requisitos relativos a la naturaleza no tdxica, las
caracteristicas de sabor similar al azlcar, bajo valor caldrico, el calor y la
estabilidad ante cambios de pH (Afandi et al., 2013).

Los compuestos dulces (glucésidos de esteviol) propios de las hojas de estevia, se
extraen con agua caliente o alcoholes. En algunos casos, las hojas se tratan
previamente con disolventes no polares, tales como cloroformo o hexano para
eliminar los aceites esenciales, lipidos, clorofila y otras sustancias no polares. El
extracto se aclara mediante precipitacion con soluciones salinas o alcalinas, luego
se concentra y se disuelve de nuevo en metanol para la cristalizacion de los
glucosidos. Los cristales que se obtienen mediante esta técnica estan constituidos
casi por esteviosidos en estado puro (Afandi et al., 2013). Algunos estudios, como
el de Afandi (2013) pretenden encontrar las condiciones éptimas de extraccion de
rebaudidsidos y esteviosidos a partir de las hojas de la estevia para optimizar el

rendimiento de ambos compuestos.

Se han reportado diferentes técnicas de analisis para la determinacion de los
glucésidos de esteviol en estevia. Estos incluyen, extraccibn por Soxhlet,
electroforesis capilar, LC/MS, espectrometria de ionizacion por electro
pulverizacién de masas (ESI-MS), espectroscopia infrarroja, cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) y cromatografia en capa fina de alto rendimiento
(HPTLC) entre otros. Sin embargo, uno de los métodos mas confiables es el HPLC
y por lo tanto en 2010, el comité de Expertos FAO/OMS de la 732 reunién sobre
Aditivos Alimenticios (JECFA) recomienda un método de HPLC para la
determinacion de glucésidos de esteviol (JECFA, 2010).

Separacién y andlisis de compuestos por cromatografia

La cromatografia puede definirse como una técnica que separa una mezcla de
solutos basada en la velocidad de desplazamiento diferencial de los mismos que
se establece al ser arrastrados por una fase movil (liquida o gaseosa) a través de
un lecho cromatografico que contiene la fase estacionaria, la cual puede ser

liquida o sélida. Segun la forma de llevar a cabo la separacion cromatografica, es
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decir, segun el dispositivo utilizado para conseguir el contacto entre la fase mévil y
la estacionaria, se pueden distinguir dos grandes tipos de técnicas de
cromatografia: a) Cromatografia en columna b) Cromatografia en placa (Valcarcel
y Gomez, 1994).

Cromatografia en capa fina

El avance esencial de cromatografia de capa fina, tanto como un método de
separacion analitica y en el establecimiento de su nombre, fue el logro de Stahl
(1924-1986). De 1955 en adelante se estandarizé definitivamente la técnica de
separacion y se introdujo como un analisis de rutina. Stahl utilizé placas de vidrio
de 20 por 20 cm cubiertas con diferentes compuestos y publicé su manual de
1962. Las siguientes mejoras se hicieron a principios de la década de 1970 por
Kaiser en el Instituto de Cromatografia en Alemania. Prepar6 placas de gel de
silice sin un aglutinante usando particulas de silice de un tamafio pequefio (5 mm)
con una estrecha distribucion de tamafos. El tiempo de separacidon se reduce de
manera decisiva de horas a minutos, mejorando al mismo tiempo la resolucion.
Esto llevd a la 1977 publicacion del libro de Kaiser HPTLC - alto rendimiento
cromatografia en capa fina, lo que facilité la adopcién de esta técnica mejorada. A
mediados de los afios 1970, Halpaap en Alemania inventé la cromatografia en
capa fina llamada de alto rendimiento (HPTLC) en placas de gel de silice de 10
por 10 cm, estos avances han tenido mejoras continuas que permiten realizar esta
técnica de identificacion de manera muy frecuente en los laboratorios

(Spangenberg et al., 2010).

En este tipo de analisis, una cantidad de muestra definida se inyecta en una fase
movil que fluye. La mezcla de la muestra y la fase movil migran y, si las
condiciones estan dispuestas de tal manera que la tasa de migracion de los
componentes de la muestra es diferente, entonces se obtiene una separacion

(Spangenberg et al., 2010).

Para separaciones planas como TLC (Thin Layer Cromatography), generalmente

se aplican diferentes muestras a la fase estacionaria antes de ponerse en contacto
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con una fase mavil, que comienza a migrar a través de una placa en una direccién
definida. EI movimiento de la fase movil a través de la fase estacionaria se conoce
como la etapa de revelado. Después del desarrollo de la fase movil se elimina por
evaporacion y la deteccion se realiza en la fase estacionaria. El registro de la
respuesta del detector representada frente a la distancia de separacién se
denomina densitograma. Las separaciones por cromatografia plana se producen
en paralelo, esta situacion tiene ventajas y desventajas: un proceso secuencial
como cromatografia en columna facilita la automatizacion en el que un protocolo
fijo se emplea cominmente para un lote de muestras. Las cromatografias planas
son mas flexibles, pero no facilmente automatizadas y la secuencia de pasos
manuales de uso comudn hace que la validacion del método mas dificil

(Spangenberg et al., 2010).

Anadlisis de esteviolglucosidos por medio de cromatografia en capa fina

Para la identificacién y analisis semicuantitativo de los compuestos estevidsido y
rebaudiosido A, de la planta estevia, se realiza una cromatografia en capa fina,
gue consiste en una serie de inyecciones de extracto crudo sobre una placa de
silica gel en fase normal, cuya polaridad es mayor que la fase movil (seleccionada
asi debido a la estructura de los glucésidos de la planta), junto con inyecciones de
estandares purificados de dichos compuestos. Una vez revelada la placa mediante
compuestos cromogenos se evidencian y distinguen bandas, que al compararse
con las bandas de los estandares indican la presencia de las mismas estructuras
en el extracto de las muestras inyectadas. Al analizar las bandas, una que aparece
a la misma distancia del estandar de rebaudiésido A, otra a la distancia del
estandar de estevidsido, u otras més a diferentes distancias, sugieren la presencia
de otros glucésidos en la muestra. Segun la intensidad de las bandas las muestras
deberan presentar mayor concentracion relativa de glucoésidos (Vazquez et al.,
2014).

18



Cromatografia liquida de alta resolucién HPLC

Es una técnica de separacion para compuestos que no son volatiles, en la cual se
pueden hacer andlisis en fase normal, fase reversa, intercambio iénico, exclusion y
afinidad, ademas de permitirnos separar compuestos y hacer analisis cuantitativos
con base en estdndares. La sensibilidad de deteccion del HPLC no es muy grande
ya que se pueden detectar mg/L, asi que una de las limitaciones del método es
gue desarrollarlo o estandarizarlo es un proceso tardado, sin embargo, para el tipo
0 preparaciones de las muestras no existen limitantes. HPLC es la técnica de
separacion utilizada mas ampliamente ya que tiene una aplicacion enorme en el
andlisis de sustancias de interés para la industria alimenticia, farmacéutica, en
campos de la ciencia de la biotecnologia, de la agricultura, ganaderia, quimica,

biologia, ramo automotriz, de obra civil, entre otros (Gomis, 2008).

Caracteristicas en el uso de HPLC para andlisis de esteviolglucosidos

La cromatografia liqguida de alta resolucion o high performance liquid
chromatography (HPLC) consiste en una determinacion cuantitativa que presenta
ciertas dificultades a la hora de tratar con glucésidos de diterpeno ya que las
estructuras quimicas de los glucésidos son muy parecidas y a que los extractos
acuosos de estevia presentan muchas impurezas. Existen abundantes trabajos
documentados respecto a métodos de purificacién de estos extractos y otros mas
sobre el analisis de estas muestras, siendo el HPLC el mas utilizado. El HPLC se
trata de una cromatografia en columna utilizada para separar los componentes de
una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones quimicas entre las

sustancias analizadas y una columna cromatogréfica (Lorenzo et al., 2014).

Existen dos tipos de cromatografia, inicialmente, la cromatografia de liquidos
utilizaba fases estacionarias de elevada polaridad como agua, colocadas sobre
particulas de silice o aliumina, a este tipo de cromatografia se le conoce como
“fase normal”. En la cromatografia en fase inversa (o reversa), la fase estacionaria

es no polar, con frecuencia se trata de un hidrocarburo, y la fase movil es
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relativamente polar (como el agua, el metanol o el acetonitrilo) la cual, una vez
amplificada y registrada, proporciona el cromatograma, donde en fase normal,
eluye primero el componente menos polar, debido a que es el mas soluble en la
fase mévil el aumento de la polaridad de la misma, provoca una disminucion del
tiempo de elucion. En fase reversa, aparecen primero los componentes mas
polares y un aumento de la polaridad de la fase movil disminuye el tiempo de
elucién (Gomis, 2008).

En TLC, la fase movil se retira antes de la deteccion, por lo que no puede interferir
con las mediciones. En principio, los procesos y las columnas cromatograficas
planas representan diferentes métodos de separacioén, cada uno con sus propias

virtudes y defectos (Gomis, 2008).

Alternativas para la produccion de estevia

En el cultivo de estevia existen materiales silvestres principalmente provenientes
de Paraguay y Brasil; cuando las plantaciones se realizan provenientes de estos
materiales, se tienen plantas que presentan diferencias morfolégicas y fenotipicas,
por lo tanto, existe variabilidad en el tamafio de la planta, longitud y ancho de hoja,
asi como época de floracién y cosecha (Sivaram y Mukundan, 2003; Madan et al.,
2010).

El rendimiento de los compuestos edulcorantes depende del genotipo, del método
de propagacion de la planta y de las técnicas agronémicas empleadas. La planta
se puede propagar naturalmente mediante esquejes y por semillas (Oviedo et al.,
2015).

La produccion organica es una alternativa en la obtencién de cultivos libres de
agroquimicos, inocuos y con alto valor nutricional, por lo que representa una
demanda actual por parte de los consumidores. La nutricibn mineral presenta
ventajas en los rendimientos de cultivos, pero a un alto costo y contaminacion de

suelo y agua.
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Romero et.,al (2012) indican que el uso excesivo de agroquimicos en la agricultura
es una preocupacion a nivel mundial, debido al alto grado de contaminantes, por lo
gue para reducir el impacto negativo de los agroquimicos en el medio ambiente y
en la inocuidad de los diferentes cultivos, se recomiendan sistemas de produccién
organica o combinada con la convencional que disminuyan el uso de fertilizantes y
quimicos. Entre los abonos organicos de origen animal o vegetal, la
vermicomposta, los biofertilizantes y los acidos fulvicos son buenas opciones para
complementar la nutricién de los cultivos y asi reducir significativamente el uso de

fertilizantes sintéticos y los costos de produccion (Armenta et al., 2010).

La lombricomposta contiene sustancias activas que actian como reguladores de
crecimiento, elevan la capacidad de intercambio catidnico, tiene alto contenido de
acidos humicos, aumenta la capacidad de retencion de humedad y la porosidad, la
cual facilita la aireacion y drenaje del suelo, ademas de contener una elevada
carga enzimatica y bacteriana que incrementa la solubilidad de los elementos
nutritivos, liberdndolos en forma paulatina, facilita su asimilacién por las raices e
impide que éstos sean lixiviados con el agua de riego manteniéndolos disponibles
por mas tiempo en el suelo y favorece el desarrollo de las plantas (McGinnis et al.,
2004; Hashemimajd et al., 2004).
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ANTECEDENTES
Rojas (1999), sefala que la Stevia es una planta natural de clima tropical el
cual posee un edulcorante natural y saludable, "esteviésido", presente hasta en
un 10% extraido de la planta, se caracteriza por su sabor extremadamente
dulce, 200 a 300 veces mas que la azlcar de cafa, pero no provee calorias.
Hay indicaciones de que este azlUcar completamente saludable ha sido usado
por las tribus nativas del Paraguay desde 1887 para endulzar la bebida
conocida como "mate”. Durante siglos, los guaranies de Paraguay y Brasil
usaron el ka'ahe'é¢ como edulcorante natural. El naturalista suizo Moisés
Bertoni fue el primero en describirla cientificamente en el Alto Parana.
Posteriormente, el quimico paraguayo Ovidio Rebaudi descubrié en 1900 un
glucésido en esta especie vegetal, de alli su nombre: Stevia rebaudiana

Bertoni.

Lépez y Pefa (2005), indican que esta planta es originaria de Paraguay,
descubierta en 1887, fue descrita y clasificada en 1899 por el botanico suizo M.
S. Bertoni. Los indios guaranies ya la utilizaban desde tiempos precolombinos,
endulzando sus comidas y bebidas, la llamaron “kaa-hee”, que significa “hierba
dulce”. Existen mas de 300 variedades de Stevia en la selva paraguayo —
brasilefia, pero la Stevia rebaudiana Bertoni es la Unica con propiedades
endulzantes gracias a su principio activo, denominado “estevidsido” reconocido
en 1921 por la unién internacional de quimica. Entre los glucésidos, se
encuentra en mayor proporcion el esteviésido generalmente entre 5 a 10% del
peso de la hoja y en menor medida, de2 a 3% rebaudiosidos A, B, C, D, E,
dulcésido A y B y esteviolbiésido. De esta manera, se puede apreciar que el
producto industrial extraido de la estevia es en realidad una combinacion de
varios glucosidos, cuyas cantidades varian en funcién a la variedad de los
climas y de los terrenos, pero es el estevidsido (C38H60018) el principal y mas
abundante componente. La estevia en su forma natural es 10 a 15 veces mas
dulce que el azucar comun de mesa, los extractos en su forma liquida tienen

un poder endulzante aproximadamente 70 veces mayor que la sacarosa,
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mientras que los extractos refinados, llamados estevidsidos (polvo blanco
conteniendo 85 — 95% de estevidsido) son 200 a 300 veces mas dulce que la
sacarosa. Con respecto a la toxicidad de la estevia, los investigadores
establecieron que la dosis por via oral que se requiere para la mortalidad es de
15g/kg de peso corporal, es decir, que un adulto que pesa 60 kg debe
consumir 900 g de estevidsidos, lo que equivale a consumir aproximadamente
a 225 kg de azucar de cafa. Se puede deducir con amplia seguridad que
dificilmente un humano va a consumir una cantidad similar para llegar a la
toxicidad. La estevia es apta para diabéticos, es hipotensora (recomendada
para personas con tension alta, pues la reduce), sirve para el cuidado facial,
para problemas de acidez del estbmago, es adecuada para bajar el nivel de
acidez de la sangre y de la orina, ayuda a bajar de peso por que no tiene
calorias y no produce ninguno de los dafios causados por el azucar y los
demas edulcorantes artificiales. Es soluble en agua fria o caliente, sin
nutrientes, sin calorias, es estable a los 200°C, no fermenta, no crea placa

dental y no tiene efectos toxicos.

Zanon (2000), define a la planta como un arbusto perenne, que alcanza los 90
cm de altura. Las hojas, lanceoladas o elipticas y dentadas, son alternas,
simples, de color verde oscuro brillante y superficie rugosa, a veces algo
vellosas, de hasta 5 cm de largo por 2 de ancho. Los tallos son pubescentes y
rectos, ramificandose soélo después del primer ciclo vegetativo, con tendencia a
inclinarse. Las raices son mayormente superficiales, aunque una seccion
engrosada se hunde a mayor profundidad; son fibrosas, filiformes y perennes,
y son la Unica parte de la planta en la que no se presentan los esteviésidos, las
flores se hallan dispuestas en capitulos pequefios, terminales o axilares y
agrupadas en paniculas corimbosas. El fruto es un aquenio delgado y plumoso,
los rendimientos en esteviosidos y rebaudiésidos entre los distintos cultivos son
variables, que pueden alcanzar proporciones de 5:1. La estevia peruana, hoy
en dia, es la de mejor calidad y la de mayor rentabilidad con hasta cuatro

cosechas anuales.
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Payzant et al. (1999) indica que las hojas contienen basicamente esteviésido y
rebaudiésido A, siendo este Ultimo mas dulce y con menor sabor residual
amargo que el esteviosido, pero se encuentra en menor concentracion; el
rebaudidsido E es tan dulce como el estevidsido y el rebaudiésido D es tan

dulce como el rebaudiosido A.

Brandle (2001), menciona que el proposito de estos glicésidos en la estevia
todavia no esta claro, por su alta concentracion en la hoja y la conservacion
dentro de la especie indicaria que, en cierto tiempo, su presencia fue una
ventaja significativa; algunos investigadores aseguran que actuaban para
rechazar ciertos insectos y especulan otros que es un medio para controlar los

niveles de acido giberalico.

Brandle (2001), indica que la estevia alcanza una madurez fisioldgica en un
periodo vegetativo de 3 meses y empieza a mostrar indicios de madurez
organoléptica, donde las hojas presentan un mayor dulzor. Una vez que la
estevia entra en la etapa de floracion las concentraciones de glicésidos
iniciales disminuye. Por esto, es recomendable cosechar hojas antes de la

floracion, a fin de optimizar la extraccion.

Salvador-Reyes et al. (2014), en un articulo de revisiéon, concluydé que la
estevia es una alternativa al azdcar y con beneficios a la salud, por lo cual
menciona que la Stevia, es considerada el mejor sustituto del aztcar debido a
gue es hasta 300 veces mas dulce y no contiene calorias, presenta en su
composiciéon un alto contenido de glucésidos de esteviol (estevidsido y
rebaudiosido A), los que le confieren un sabor dulce intenso y propiedades
terapéuticas contra la diabetes, la hipertension y la obesidad; ademas, ayuda al
control del peso, la saciedad y el hambre. Por su contenido en compuestos

fendlicos, la Stevia actia también como un excelente antioxidante vy
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anticancerigeno; asimismo, se ha demostrado que posee propiedades

antibacterianas, anticonceptivas y diuréticas.

Cuadro 2. Glucésidos en las hojas de estevia.

Contenido en % de las hojas en peso seco

Glucésidos Gardana etal. Goyal et al. Kinghorn'y
(2003) (2010) Soejarto (1985)
Esteviosido 58+1.3 9.1 5-10
Rebaudiosido A 1.8+0.2 3.8 2-4
Rebaudiésido C 1.3+0.40 0.6 1-2
Dulcosido ND 0.3 0.4-0.7

Villalva et al. (2018), determinaron la concentracion de estevidsido y
rebaudiésido A en hojas de Stevia rebaudiana var. Eirete. Estos autores
estudiaron el rendimiento con la aplicacion de diferentes dosis de nitrdgeno
durante cuatro meses y como sustrato usaron una mezcla de suelo—tezontle
(60:40%) y como fuente de nitrégeno gallinaza y lombricomposta en tres dosis:
1,2,y 4 g N por planta.

El mayor rendimiento se presentd en el tratamiento donde se aplic6 4 g N por
planta de lombricomposta, se obtuvieron 9 brotes y 19 g de hoja de estevia por
planta, respecto al tratamiento con gallinaza en la misma dosis donde se
presentaron 3 brotes y 12 g de hoja seca por planta. La mayor concentracion
de estevidsido y rebaudidsido A se dio en los tratamientos con lombricomposta
con 1y 2 g N por planta (11.1 y 12.1%, respectivamente). Los autores
concluyeron que la aplicacion de lombricomposta favorecié el crecimiento
vegetativo de estevia, asi como mayor concentracion de esteviosido y

rebaudidsido A.
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JUSTIFICACION
Actualmente, la estevia (Stevia rebaudiana) presenta una demanda creciente de
produccion y consumo, debido a su valor nutracéutico, pero es escasa la
informacion sobre el manejo de sustratos en la produccion de estevia, sobre todo
cuando se cultiva en condiciones de invernadero, por lo que, es importante
conocer el efecto en el crecimiento y desarrollo de los diferentes materiales de
sustratos organicos e inertes para determinar la mejor mezcla de sustrato que
favorezca el mayor rendimiento de biomasa, asi como la concentracion de
edulcorantes, por lo cual se analizard la produccién de los principales metabolitos
secundarios cultivadas en diferentes sustratos; dicho analisis y cuantificacion
aportara informacion para determinar cual sustrato organico favorece la

concentracion de estevidsido y rebaudiosido A.

OBJETIVOS
e Cuantificar la concentracion de estevidsido y rebaudidsido A en estevia.
e Evaluar el crecimiento de la estevia en diferentes sustratos.

HIPOTESIS
e La mezcla de tierra de hoja y lombricomposta favorecera la concentracion

esteviésido y rebaudiésido A en estevia.

26



MATERIALES Y METODOS

Ubicacion

El trabajo experimental se realiz6 en el Campo Experimenta de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autdbnoma del Estado de Morelos,
localizado en Chamilpa, Cuernavaca, Morelos, México; a 18° 58’ 51” LN, 99° 13’
55” LO y altitud de 1,866 m, se utilizé un invernadero tipo tanel con cubierta

plastica de color blanquecino y con malla antiafidos en las paredes laterales-

Figura 3. Invernadero tipo tunel, de la Facultad de Ciencias Agropecuarias

Material vegetal
Se utilizaron plantulas de Stevia variedad ‘Morita II', las cuales se trasplantaron
individualmente en bolsas de polietiieno con capacidad de 8 L, con diferentes

sustratos organicos e inertes, el 10 de abril de 2018.

Tratamientos

Las mezclas de sustratos utilizadas fueron las siguientes: tierra de hoja, TH (100
%); tierra de hoja con lombricomposta, TH + L (70:30); tierra de hoja con perlita,
TH + P (70:30); y tierra de hoja con fibra de coco, TH + FC (70:30).
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Se realiz6 un andlisis quimico a la composta, en el cual se determind la
concentracion de macronutrimentos: N, P, K, Ca, Mg; y el elemento benéfico Na,
de acuerdo a la norma oficial Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-021-RECNAT-
2000 (DOF, 2000).

Manejo precosecha

El suministro de macronutrimentos fue con la solucion nutritiva universal de
Steiner (1984) al 50 %. Previo al establecimiento del cultivo se realizé un andlisis
quimico de agua, para conocer su calidad y las aportaciones de elementos para
balancear la formula de nutricion. Los fertilizantes empleados fueron: nitrato de
calcio, nitrato de potasio, sulfato de potasio, fosfato monopotasico y sulfato de
magnesio. Se ajustd el pH a 5.5 en cada riego, y se adicionaron micronutrimentos
Ultrasol Micro Rexene SQM (Fe: 7.5 %, B: 1.35 %, Cu: 2.3 %, Mn: 8 %, Mo: 0.04
%, y Zn: 4.5 %) para complementar la nutricibn a una dosis de 200 mg L-
1.Después de establecida la plantula, se realizé6 una poda dejando dos entrenudos

por planta, practica comun para desarrollar brotes axilares.

Peso de hojas frescas

Las plantas se cosecharon a los 90 dias después del trasplante. Las plantas
cosechadas se lavaron con agua destilada para eliminar sustrato y polvo, se
separaron las hojas del tallo, se pesaron después del corte con una balanza digital

con aproximacion de 0.0001 g.

Figura 4. Plantas cosechadas de estevia.
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Peso de hojas secas
Las hojas frescas se guardaron en bolsas de papel y se colocaron en un horno de
secado a 40° C, durante una semana. Se pesaron con la misma bascula descrita

para la variable peso fresco de hojas.

Figura 5. Hojas secas de estevia antes de ser molidas.

Cuantificaciéon de esteviésido y rebaudiésido A

a) Extraccion de compuestos de estevia
Para el analisis semicuantitativo, la primera etapa consistio en la extraccion de los
compuestos de la planta; para ello se utiliz6 muestras de hojas de S. rebaudiana
secas, las cuales fueron trituradas en un molino Hamilton Beach, hasta tener un
polvo fino, posteriormente se pesaron 500mg. de la muestra y se vaciaron en
tubos de ensayo. La extraccion de los compuestos se realizé afiadiendo a cada
tubo 2 mL de etanol 96%, las muestras se homogenizaron con una varilla de vidrio
y posteriormente se colocaron en el sonicador durante 15 min. El sobrenadante se
pasoé a tubos eppendorf y se procedié a centrifugar las muestras por 5 min a 1500
rom a 4°C, la pastilla se desechd y el sobrenadante se utilizé para realizar analisis

por cromatografia en capa fina en placa.
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Testigo Homogenizado  Sonicado

Figura 6.a) Hojas de estevia molidas, b) muestras de polvo de hojas de estevia
procesadas con etanol.

b) Analisis semicuantitativo por cromatografia de capa fina

Una vez obtenidos los extractos de las muestras, se realizaron las cromatografias
en capa fina para el analisis semicuantitativo de las mismas. Para ello, se utilizo el
software visionCATS HPTLC:

Para la aplicaciéon de las muestras se utilizé el inyector Linomat 5, en una placa de
20 x 10 cm, con una fase estacionaria de silica gel G-60, con un espesor de 0.25
nm. La cantidad de muestra inyectada fue de 3 pl y se colocaron en el siguiente
orden: esteviosido, TH (100 %), TH+ L (70-30 %), TH+ P (70-30 %), TH+ FC (70-
30 %), rebaudiésido A.

Posteriormente, se dejé secar la placa durante 3-5 min, y se colocé durante 1.5
min dentro de una cadmara de desarrollo automatico (ADC 2), se utilizé como fase
movil una mezcla de solventes: acetona: acetato de etilo: agua, en proporcion de

5:4:1 para cada placa utilizada, y posteriormente se dejé secar 3-5 min.

Para la deteccion de los compuestos se utilizo el sistema profesional de imagenes
TLC Visualizer 2, ya que con su camara CCD digital de ultima generacion, presenta
la visualizacion de un cromatograma completo con todas las muestras y
estandares en paralelo. Se registraron imagenes en diferentes longitudes de onda
de luz: bajo iluminacién de luz blanca, bajo luz UV de longitud de onda larga (360),
y corta (254).
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El dispositivo de pulverizacion automatizado (Derivatizador), se utiliz6 para la
trasferencia de reactivos a la placa, ya que su funcion es el rociado de microgotas
para una distribucion homogénea de diferentes sustancias, en este caso fue una

mezcla de compuestos cromogenos:

e Anisaldehido 0.5 ml
e Acido acético 10 ml
e Etanol 85 ml

e Acido sulftrico 5ml

La placa se rocié con 20 mL de la solucibn mencionada con una bomba de vacio y
una jeringa. Posteriormente, se colocé la placa en el calentador de placas de TLC
3, a 100 °C durante 3-5 min aproximadamente. Una vez seca la placa se procedi6
nuevamente a capturar imagenes en el TCL Visualizer 2 con las mismas

longitudes de onda de luz.

Por dltimo, se determinaron los RF (rate factor), la relacion entre las distancias
recorridas por incompuesto dado y el frente de la fase maovil, desde el origen de
los cromatogramas realizados, para realizar dicho célculo se utilizé un programa el

software visionCATS dando los resultados en cm.

La distancia recorrida por el compuesto se midié desde el centro de la mancha. El
maximo valor de RF que se puede alcanzar es de 1, lo ideal es un RF entre 0.3 y
0.7.

Analisis de esteviosido y rebaudiésido A, utilizando el programa ImageJ

Para realizar una cuantificacion de las concentraciones de glucésidos en las
cromatografias en capa fina, la placa revelada se escaned (300 dpi) para su
posterior analisis por densitocolorimetria utilizando el programa ImageJ 1.45(NIH;

Rasband, 2011). Se obtuvieron los cromatogramas para las muestras aplicadas
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en cada carril y el area bajo la curva por medio de una integracion de cada pico
utilizando la herramienta Gel Analyzer del programa, que seleccioné areas para el
analisis dibujando un cuadro color azul alrededor de las muestras de interés. El
software recibi6 la imagen digitalizada y realizé un analisis trazando
autométicamente una marca alrededor de las muestras que indican el pixelaje de
cada banda, mediante una cuantificacion de la concentracion de la sustancia de
interés de acuerdo a la intensidad de la banda percibida por la computadora, para
posteriormente presentar graficos respecto al area y volumen (Figura 11) como lo
describen Ferrera y Rasband (2011).

c) Analisis cuantitativo por HPLC

Para la cuantificacion de la produccion total de los compuestos estevidsido y
rebaudiésido A se utilizé el mismo proceso de extraccion de componentes de
Stevia que el realizado en la cromatografia en capa fina. Las muestras, asi como
los estandares se colocaron en viales para ser inyectados y analizados en el
equipo para HPLC Perkin Elmer serie 200, con una columna amino (longitud: 250
mm; didmetro interior: 4.6 mm, tamafio de particula: 5 micras) DETECTOR-UV-
VIS con arreglo de diodos a longitud de onda de 210 nm con flujo de 1 mL/min. El

volumen de inyeccion de cada muestra fue de 20 pl.

Para la construccion de una curva de calibracion se prepar6é una solucién madre
(10 mL) de estevia patrén de concentracion 1.9 mM. Luego se tomaron voliumenes
en forma creciente y se fueron afiadiendo a tubos falcén de 5mg/1mL, 2.5mg/1mL,
1.25mg/1mL, 0.75mg/1imL, 0.50 mg/1mL, que luego se aforaron con el solvente.
Se tomo directamente de estas soluciones patrones para analizar en el HPLC.
Cada determinacién se llevo a cabo por triplicado. Con estos datos se construyo la
curva de calibracion, mediante la representacion grafica area de pico frente a
concentracion. El limite de deteccion (LOD) fue definido como la concentracion del
estandar que corresponde a tres veces la relacion sefial/ruido (S/N=3) y el limite
de cuantificacion (LOQ) fue definio a la concentracion del estandar que

correspondio a diez veces la relacidén sefal/ruido (S/N=10). Para la determinacion
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de estos parametros de calibracion se aplicé el software Alamin (Campana et al.,
1997). La linealidad del método cromatograficos fue evaluada y analizada para

Stevia en un intervalo de concentracion de LOQ a LOQ x30.

Anélisis estadistico

Los datos obtenidos de las variables (peso hojas secas y frescas, concentracion
de estevidsido y rebaudidsido A), se sometieron a analisis de varianza con el
programa Graph Pad Prisma 6, y prueba de medias (Tukey, P < 0.05) con el
programa SAS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Peso fresco y seco en hojas de S. rebaudiana

Se encontraron diferencias (P < 0.05) en peso de hojas frescas y secas por efecto
del tipo de sustrato utilizado (Figura 9). EI mayor peso de hojas frescas fue de
154.8 g por planta, mientras que en peso de hojas secas fue de 39.6 g, los cuales
se obtuvieron con la mezcla de tierra de hoja y lombricomposta (70:30) en

comparacién con los resultados de los sustratos que no tuvieron lombricomposta.

La lombricomposta empleada en el presente estudio contiene, en mg kg?: N,
1029.0; P, 1115.7, K, 899.8; Ca, 33.1; Mg, 522.0 y Na, 227.2. Los mejores
resultados obtenidos en el peso de biomasa fresca y seca se atribuyen a que la
lombricomposta aporté nutrimentos adicionales a los que se suministraron los el
50 % de la solucion nutritiva de Steiner que mejoraron el crecimiento de las
plantas, y por lo tanto, el peso de biomasa fresca y seca aérea. Al respecto,
Villalba-Martinez et al. (2018), quienes al evaluar el rendimiento de Stevia
rebaudiana cv. Eirete a los 73 dias después del trasplante, encontraron que el
mayor peso de biomasa aérea fresca (de 200 a 212 g por planta) y biomasa aérea
seca (67 a 74 g por planta) se obtuvieron con la mezcla suelo con lombricomposta.
Esta misma tendencia, fue reportada por Romero-Figueroa et al. (2017), al evaluar
el crecimiento de un genotipo silvestre de México de Stevia tomentosa a los 82
dias después de la emergencia. Estos autores encontraron que los mayores
valores de peso seco de hojas se obtuvieron con la mezcla de fibra de coco y
vermicomposta en proporciones 0:100 (1.59 g por planta) y 25:75 (1.32 g por
planta).
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Figura 7.Peso de hojas frescas y secas de estevia, en sustratos:1 = tierra de hoja,
2 = tierra de hoja con lombricomposta, 3 = tierra de hoja con perlita, 4 = tierra de
hoja con fibra de coco. Cada punto representa la media de 6 repeticiones, las
letras representan la diferencia significativa segun la prueba de medias (Tukey =
0.05).

Anélisis semicuantitativo en cromatografia en capa fina

Al realizar la cromatografia de capa fina (TLC) al extracto crudo se evidenciaron
diez (10) bandas, lo que indica la presencia de diversos compuestos en el extracto
resultante de la extraccion. De las cuales 2 de estas coincidieron con los RF
correspondientes a los estandares utilizados (esteviosido y rebaudidsido A).
Segun la intensidad de las bandas, se deduce que las muestras del tratamiento 2

contienen mayor cantidad de esteviésidos y rebaudiosidos A.

repeticiones, 1= esteviésido, 2= rebaudidsido A, 3, 4,5= tierra de hoja, 6, 7,8=
tierra de hoja con lombricomposta, 9, 10,11= tierra de hoja con perlita, 12, 13,14=
tierra de hoja con fibra de coco, 15= esteviésido, 16= rebaudiésido.
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Con la seleccién de los mejores resultados de nuestras muestras analizadas en el
anterior cromatograma, se puede observar una mayor intensidad en la banda
numero 4 la cual esta representando el tratamiento de la mezcla de tierra de hoja
con lombricomposta, esto comparandolos con los demas tratamientos, en las

siguientes figuras se muestran dos cromatogramas con diferentes tipos de luz.

5 ‘ 1 2 & - U5

3 4

o

|
: | =]

Figura 9.Cromatograma obtenido en funcion de las mejores muestras de los 4
sustratos organicos, 1= esteviosido, 2= rebaudiosido A, 3= tierra de hoja, 4= tierra
de hoja con lombricomposta, 5= tierra de hoja con perlita, 6= tierra de hoja con
fibra de coco.

Andlisis de estevidsido y rebaudidsido A, utilizando el programa ImageJ

El programa ImageJ utilizado para hacer el andlisis de concentracion relativa,
presentd en su mayoria, bandas intensas que representan mayor concentracion
de los compuestos de interés. El programa analizo el area total de la banda de una
manera mas exacta que la que podemos generar a simple vista sobre las placas,

ya que utiliza el nimero de pixeles de la imagen.

El programa dio como resultado que las muestras correspondientes al sustrato de
tierra de hoja con lombricomposta tienen concentraciones superiores de
rebaudiosido A, respecto a estevidésido y comprobd la diferencia de

concentraciones entres las demas muestras.
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Figura 10.Analisis de la intensidad de banda segun sus pixeles. a) Estevidsido y b)
rebaudiésido A.
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La semi-cuantificacion de la intensidad de las bandas dio como resultado la
cromatografia en capa fina (Figura 13), en la cual se observdé una mayor
concentracion de rebaudiésido A, a comparacion del esteviésido, contrario a lo ya
publicado por Lopez y Pefia (2005), donde menciona que entre los glucésidos, que
se encuentran en la estevia, el de mayor proporcion es el estevidsido
generalmente entre 5 a 10% del peso de la hoja y en menor medida, del orden de
2 a 3% rebaudiésidos A, B, C, D, E, dulcésido Ay B y esteviolbidsido.

15000 -
Il B. Esteviosido
[ B. Rebaudiésido A

Intensidad (pixeles)

1 2 3 4

Sustratos

Figura 11.Intensidadesde la banda del estevidsido y rebaudiosido A en funcion de
cuatro sustratos. 1= tierra de hoja, 2: tierra de hoja con lombricomposta, 3= tierra
de hoja con perlita, 4= tierra de hoja con fibra de coco.

Contar con este tipo de herramientas es importante para brindar mayor seguridad
al presentar los resultados de un analisis semicuantitativo y definitivamente da

resultados sobre la presencia o ausencia de los compuestos de interés.

Analisis cuantitativo por medio de HPLC
En los cromatogramas de lasFigurasl4 y 15 se observo un pico a los 6.9y 9.8
minutos, correspondiente a los estandares de esteviosido y rebaudiosido A,

respectivamente; en la fase movil 80% de agua y 20 % acetonitrilo.
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Figura 12. Cromatograma del estandar esteviosido con concentracion de 20
pg/mL.
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Figura 13. Cromatograma del estandar rebaudiésido A con concentracién de 20
pg/mL.

Concentracion de esteviosido

Se encontraron diferencias (P < 0.05) en concentracion de estevidsido por efecto
del tipo de sustrato utilizado (Figura 16). La mayor concentracion fue de 9.5 %, la
cual se obtuvo con la mezcla de tierra de hoja y lombricomposta (70:30) en
comparacion de los demas tratamientos. Se infiere que estos resultados se deben
a que la lombricomposta aporté nutrimentos que mejoraron la concentracion del
estevidésido en plantas de estevia, tal como ha sido reportado por Villalba-Martinez
et al. (2018), quienes al evaluar lombricomposta incorporada la suelo en plantas
de estevia cv. Eirete reportaron valores de esteviosido entre 6.5y 7.6 %.
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En general, los resultados obtenidos en el presente estudio son superiores a los
de Yucesan et al. (2016), quienes en el genotipo CB14 de estevia encontraron
valores de 1.74 a 5.39 % de esteviosido.

Concentracion de rebaudiésido A

Se encontraron diferencias (P < 0.05) en concentracion de rebaudiosido A por
efecto del tipo de sustrato utilizado (Figura 16). Al igual que en el esteviésido, la
mayor concentracion de rebaudiosido se encontré en el sustrato de mezcla de
tierra de hoja y lombricomposta (70:30), la cual fue de 71.8 %. Estos valores son
superiores los resultados obtenidos en el presente estudio son superiores a los
reportados por Yicesan et al. (2016), quienes encontraron valores de 2.96 a 11.70
% en el genotipo CB14 de estevia. También son superiores a los de Ucar et al.
(2018), quienes encontraron concentraciones de rebaudiésido A de 4.53 a 5.74 %
en hojas de estevia, a los reportados por Karimi et al. (2015) quienes en hojas de
estevia encontraron de 2.1 a 2.4 % de rebaudiésido A.

[ Esteviosido
Il Rebaudidsido A

Concentracion (%)

Sustrato

Figura 14. Concentracién de esteviosido y rebaudiésido A en Stevia rebaudiana,
cultivada en sustratos. 1 = tierra de hoja, 2 = tierra de hoja con lombricomposta, 3
= tierra de hoja con perlita, 4 = tierra de hoja con fibra de coco. Cada barra
representa la media de 6 repeticiones, con error estandar y las letras representan
la diferencia significativa segun la prueba de medias (Tukey= 0.05).
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Cabe mencionar que, en la mayoria de los estudios de glucésidos de estevia, las
concentraciones de estevidésido son mayores a las de rebaudiésido A, sin
embargo, en el presente estudio se encontraron mayores concentraciones de
rebaudidsido A en comparacion a la concentracion de estevidsido. Ademas de los
tratamientos, estas diferencias pueden atribuirse al genotipo evaluado, asi como a

las condiciones ambientales donde se desarroll6 el cultivo.

Es probable que los altos niveles de rebaudiésido A qué se encontraron en el
presente estudio se deben a que el cultivar Morita Il ha sido mejorado para
contener mayor proporcion de rebaudiésido A en comparacion al esteviésido, por
lo cual el rebaudidsido A puede estar en concentraciones de alrededor de 60 %
(Ohta et al.,, 2010). Estos mismos autores reportaron concentraciones de
rebaudiésido A (61.6 %), estevidsido (9.2 %) y rebaudiésido C (7.5 %).
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CONCLUSIONES

La mezcla de tierra de hoja con lombricomposta, favorecio la concentracién de
esteviodsido (9.5 %) y rebaudidsido A (71.5 %).

Esta combinacidn de sustratos se considera adecuada para la produccién organica
de este cultivo, ya que se obtuvo el mayor peso fresco y seco de hojas (154.8 y

39.6 g por planta, respectivamente).
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Figura A2. Curva de calibracion del Rebaudiésido A
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Ecuacion de la recta:

Y=mx+c

Despejamos X:

y/m-c = x

Esteviosido:

X= (Area) — 83766
562935

Rebaudidsido A:

X= (Area) — 1.927e +006

323299
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