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RESUMEN

Los edulcorantes como parte de la alimentacion, en la actualidad son
cuestionados respecto a los efectos atribuidos en diversas patologias como: obesidad,
diabetes y caries, entre otras; cada vez son mas numerosos los padecimientos

relacionados al respecto.

Hoy en dia el origen es un factor determinante para la aceptacion del
consumidor. Algunos de ellos provienen de extractos naturales y otros son sintéticos o
mejor conocidos como artificiales; cada uno con ventajas y desventajas, aunque bien es
sabido que en el mercado actual se preconiza lo “natural” debido a los factores

anteriormente mencionados.

Es por ello que el presente trabajo enfocd su atencion en la evaluacién de la
capacidad edulcorante, antioxidante y antimicrobiana del edulcorante natural mejor
conocido como Stevia rebaudiana Bertoni. Mediante tratamientos térmicos a
temperaturas de 80°C y 100°C se extrajeron los compuestos activos de la stevia
(edulcorantes y antioxidantes), obteniendo un mayor contenido de edulcorante a 100°C
(0.37mg/ml) y de antioxidante a 80°C (0.28mg/ml).

Para la medicion de la capacidad antimicrobiana con Staphylococcus aureus, se
trabajo con extractos a 80°C con el fin de no modificar en exceso, el contenido de
compuestos antioxidantes presentes, obteniendo asi nula diferencia significativa en la

curva de crecimiento en comparacion con la muestra testigo sin extracto.

Palabras clave: Stevia, compuestos activos, Staphylococcus aureus.

Correo Electronico; angelica reyes sanchez, anzhelik4@hotmail.com
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INTRODUCCION

Siempre han existido diversos temas en constante debate relacionados a la
salud, uno de ellos el consumo excesivo de azucar (200 g por persona al dia),
consecuencia de su alta disponibilidad en diversos alimentos, acto que conlleva a la
aparicién de enfermedades ya bien conocidas como crénico-degenerativas, lo que se

considera una amenaza para la sociedad.

En el mercado existen diversidad de edulcorantes, mismos que se encuentran en
productos mas dulces y con menos calorias, pero muchos de ellos, a pesar de su gran
aceptacion en los mercados de suplementos dietéticos, generan fuerte controversia
sobre los efectos que su consumo pueda traer a la salud humana, ya sea por su uso

intenso o frecuente (Marin, 2004).

Existen diversos tipos de clasificacion de los edulcorantes: en base a su origen,
poder edulcorante y aporte caldrico. Este dltimo es el que permite evidenciar las
caracteristicas del mismo y define el uso que la industria alimentaria le da. Entre los
edulcorantes nutritivos o cal6ricos se incluyen el azdcar tradicional, los azlcares
refinados, jarabe de alta fructuosa, edulcorantes derivados del maiz, miel, entre otros;
luego se ubican los edulcorantes con un menor valor cal6rico (polioles o alcoholes de
azucar) como el sorbitol, manitol, xilitol, isomaltosa y los hidrolizados hidrogenados de

almidén asi como los nuevos endulzantes tagatosa y trehalosa.

Por ultimo, los edulcorantes no nutritivos o no caléricos se han posicionado en el
centro de atencion de la industria de aditivos para alimentos y suplementos dietéticos,
gue a su vez, han originado controversia en torno a los riesgos de su consumo; entre
ellos se encuentran: sacarina, ciclamato, aspartame, acesulfame-K, sucralosa, neotame

y stevia® (tnico edulcorante de origen natural).

Hoy en dia la procedencia de un edulcorante es un factor que determina la
incidencia de la aceptacion del consumidor, ya que ahora éste busca productos lo mas

natural posible.

! Marin 2004
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La stevia, como edulcorante “natural”’, se considera un producto nutracéutico o
funcional; es decir, posee propiedades que inciden en la nutricibn y salud humana,
atractivos por su origen natural, puesto que se encuentran en la forma mas
biodisponible y generalmente pueden ser administrados a largo plazo, sin riesgos de

efectos colaterales (Pérez, 2006).

En este caso, la stevia posee ciertos nutrientes como vitaminas, minerales,
proteinas y micronutrientes como calcio, cromo, hierro, magnesio, manganeso, fésforo,

potasio, sodio, fltor, zinc, selenio y cobalto.

Asi mismo, posee propiedades medicinales y terapéuticas que la hacen
apropiarse de su caracteristica “funcional”. Un ejemplo de ello es el tratamiento de la
diabetes: los compuestos activos presentes en la stevia tienen una accion hipoglicémica
que mejora la circulacién pancreatica, por lo tanto, aumenta la produccion de insulina,
reduciendo la glucosa de la sangre, ademas de la hipertensién. Se le atribuyen también
otras propiedades como: regulador de la digestién, antiacida, no crea placa dental,

anticaries, diurética, antioxidante, antirreumética y antimicrobiana (Trujillo-Mota, 2010).

En este contexto de propiedades, presenta una que la hace ain mas atractiva:
su efecto bactericida, que ha sido probado en bacterias que afectan las mucosas
bucales y en hongos que causan la vaginitis en la mujer. Algunos de estos
microorganismos son: Escherichia coli, Staphylococcus aureus (Henao & Truijillo, 2007),
Lactobacillus acidophilus y Streptococcus mutans. Se reportan diversos resultados de
inhibicién de acuerdo a los solventes empleados en la extraccion del rebaudiosido A y
el estevidsido (Vitery et al. 2010).

De toda la planta de stevia (S. rebaudiana Bertoni) las hojas son de mayor
utilidad, pues en su estado natural reportan ser 30 veces mas dulces que el azucar de
mesa; en su forma liquida es 70 veces mas dulce que el aztucar normal y el extracto
refinado, mejor conocido como esteviosido, presenta un poder edulcorante de 200 a
300 veces mas que el azucar comun (Ramirez et al, 2011)

En México es considerada un cultivo innovador y rentable por sus numerosas
propiedades, se habla de su dominio en el mercado incluso como para sustituir a

edulcorantes sintéticos tales como: aspartame, sucralosa y acesulfame K, por

11



mencionar algunos, que son los que presentan mayor auge y aceptacion. Tal es el
caso, que el incremento en la demanda en el mercado nacional e internacional y la nula
disponibilidad de materia prima, ha dado lugar a iniciativas para aumentar la superficie
del cultivo por parte de las autoridades gubernamentales, de industriales, empresarios

particulares y del sector social.

Los lugares que presentan mayor potencial de cultivo stevia, son los estados del
pacifico (Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Michoacén, Colima, Guerrero, Oaxaca y Chiapas),
algunas regiones del golfo de México en los estados de Tamaulipas y Veracruz, y con
menor posibilidades en Tabasco, Campeche, Yucatan y Quintana Roo, pero a pesar de
la aptitud, actualmente no se tienen superficies de cultivos considerables, por lo cual

México aln no aparece en los registros estadisticos oficiales. (Ramirez et al. 2011).

Las formas disponibles de la stevia en el mercado son diversas (suplementos
dietéticos, polvo, liquido e infusion herbal, etcétera) y cada uno cumple la funcién de
nutracéutico o funcional, siempre y cuando éste no haya sido purificado o refinado.
Ademas esta promovido como un aditivo seguro, pues en diciembre del 2008 la Food and
Drug Administration (FDA) de Estados Unidos aprobo el uso de extractos de stevia de alta

calidad en alimentos y bebidas.

La legislacion mexicana, por medio del “Reglamento de la Ley Federal de Salud
en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y
Servicios”, expedido en 1999, lo incluye en el grupo 12 de aditivos como: los
“edulcorantes no nutritivos” y lo define como “sustancia natural o sintética, que puede

sustituir parcial o totalmente el dulzor del azicar” (Ramirez et al, 2011).

En base a esto la presente investigacién, indaga sobre las caracteristicas y
funciones de los edulcorantes, haciendo énfasis en la stevia, posteriormente en el
segundo capitulo, se explica el proceso de laboratorio, que consiste en la extraccion,
purificacion, cuantificacion y la evaluacion de la eficiencia antimicrobiana de los
compuestos activos de los extractos de stevia. Por ultimo, se presenta el analisis
estadistico de los resultados obtenidos en el proceso de laboratorio y las respectivas

conclusiones de la investigacion.

12



1. JUSTIFICACION

En México, el consumo total de azucar y edulcorante es de 5.8 millones de
toneladas por afio, lo que corresponde a 44 kg por persona, cifra que se estima ira en
aumento afno tras afio. En un comunicado emitido por el IMSS en 2008, se indica que
México ocupa el ler lugar mundial en obesidad infantil, y el 2do lugar mundial con
mayor numero de personas con sobrepeso y obesidad. Actualmente las personas con
obesidad, son propensos a padecer enfermedades como la diabetes mellitus tipo 2,
hipertension, enfermedades cardiovasculares, aumento en los triglicéridos e incluso

colesterol.

Los edulcorantes bajos en calorias, tanto artificiales como naturales, han tenido
un auge importante, ya que la sociedad esta cada vez mas atenta a cuidar su salud
respecto a la presencia de las enfermedades crénico-degenerativas antes

mencionadas, pero sin renunciar al sabor dulce que estos proporcionan.

En referencia a los edulcorantes artificiales, éstos han venido decreciendo en
popularidad debido a otros dafios a la salud que el uso de algunos de ellos conlleva. Un
ejemplo es el caso del aspartame, acerca del cual, en febrero de 1994, el Departamento
de Salud y Servicios Humanos de los Estados Unidos publicé una lista de reacciones
negativas a raiz de su consumo, entre las cuales se encuentran: dolores de cabeza,
migrafia, nauseas, espasmos musculares, depresion, fatiga, irritabilidad, insomnio,
pérdida de la audicién, dificultades respiratorias, ataques de ansiedad y pérdida de

memoria, entre otras (Ramirez et al, 2011).

Todo lo anterior ha propiciado la incursion en el mercado de otros edulcorantes,
principalmente de origen natural (Gonzalez-Moralejo, 2011). Relacionado a esto surge
el edulcorante de Stevia como una alternativa al uso de azlUcares de mesa y de
edulcorantes artificiales debido a que, ademas de ser de bajo aporte calorico es

también natural (Espert, et al, 2011).

Actualmente en el mercado se ofertan productos de stevia, promoviéndola como

edulcorante natural, debido a que el consumidor lo busca; sin embargo, no pone mayor
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atencion en el producto que adquiere, ya que algunos productos son refinados, o bien
son complementados con otro tipo de edulcorantes o compuestos para mejorar el sabor
y apariencia. Bien se sabe que los azlcares refinados son nocivos, esta operacion
convierte a un nutriente en un antinutriente, puesto que en el proceso de refinacion el
alimento es separado en sus componentes, por lo se pierden algunos de sus nutrientes

complementarios (Gonzélez-Moralejo 2011).

En relacion a la extraccion y purificacion de los compuestos activos de stevia,
existen diversos métodos; a nivel industrial aplican los que les permita obtener buen
rendimiento y sabor, mas estos métodos requieren el empleo de compuestos quimicos
en la etapa de purificacion y extraccion, tales como los solventes organicos (etanol,
metanol, hexano etcétera.) (Soto & Del Val, 2002), ademas del empleo de otros
compuestos para completar la purificacion. En cada proceso de extraccion se pierden
propiedades que hacen dejar de reconocerlo como edulcorante 100% natural. Para
llamarlo asi, debe conservar todas sus propiedades ya que no sélo se reconoce por su
poder edulcorante (PE), también por todas sus propiedades y elementos que benefician
a la salud (Gonzalez-Moralejo, 2011). Las condiciones de almacenamiento son punto
critico para mantener el poder edulcorante de los extracos obtenidos. Segun Pelayo
(2010), menciona que: un almacenamiento a altas temperaturas (como los que se
alcanzan durante el horneado), podria tener lugar la degradacién sustancial de los

edulcorantes.

Por todo lo anterior, el objetivo de la presente investigacion es valorar la
extraccion y rendimiento sin el empleo de procesos quimicos, disolventes organicos, u

otros compuestos que puedan alterar las propiedades que hacen llamarlo “natural”.

De esta manera, se presenta informacion respaldada aun y cuando el
rendimiento obtenido es minimo, ya que al utilizar otros métodos, que incluyen el
refinamiento, el rendimiento es considerable pero no conserva las propiedades que lo
hacen ser natural principalmente porque, como cita Gonzalez-Moralejo (2011), la stevia
sin refinar se usa como bactericida, tema que es objeto de investigacion en el presente
trabajo, por lo cual no es conveniente emplear métodos de refinamiento para aumentar

el rendimiento y asi hacer posible la evaluacion de sus propiedades antimicrobianas.
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2. HIPOTESIS

La obtencién de estevidsidos y rebaudiosidos, presentes en la hoja de stevia, es
posible mediante tratamientos de tipo fisico, manteniendo sus propiedades

edulcorantes, antioxidantes y antimicrobianas.

2.1 HIPOTESIS NULA

La extraccion de estevidsidos y rebaudiosidos presentes en la hoja de la stevia

mediante procesos fisicos causa afectaciones en sus propiedades.

3. OBJETIVO GENERAL

Extraer y evaluar propiedades de los compuestos activos presentes en los

extractos de stevia obtenidos mediante procesos fisicos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Extraer los compuestos activos de la stevia (esteviésido y rebaudiosido) mediante
tratamientos térmicos.

v Evaluar el poder edulcorante de los extractos obtenidos.

v Identificar y cuantificar los compuestos con actividad antioxidante presente en los
extractos obtenidos.

v Evaluar la capacidad antimicrobiana de los extractos obtenidos.

15



CAPITULO |
MARCO TEORICO

El siguiente capitulo establece los conceptos béasicos que dan soporte a la
investigacion y que permiten identificar el contexto general de los edulcorantes, asi
como, caracteristicas, propiedades, ventajas, desventajas, y aplicaciones que la
industria le da. Posteriormente se describe mas a detalle el edulcorante principal de

esta investigacion: Stevia rebaudiana Bertoni.

1.1 EDULCORANTES

El hombre siempre ha tenido una afinidad Unica por los sabores dulces, se tienen
referencias de que hace 2,000 afios probablemente el primer edulcorante empleado
haya sido la miel de abeja y posterior a esto se descubren otros edulcorantes, en esa
época todos de origen natural (Garcia et al, 2004). Hoy en dia, existe un incremento en
el consumo de sacarosa, mejor conocida como azlcar de mesa, misma que se obtiene
principalmente de la cafia de azucar y de la remolacha. Si bien se sabe que su valor
energético es alto y el valor nutritivo es escaso, se ha demostrado que el consumo ha
aumentado en las ultimas décadas 15 veces mas, lo cual es contradictorio pues son
conocidas las graves consecuencias que genera el consumir azUcar en exceso
(Campoy, 2006).

En los ultimos afios la biotecnologia ha introducido en el mercado mundial los
edulcorantes artificiales bajos en calorias a base de componentes quimicos, los cuales
surgieron para satisfacer las necesidades de personas con limitaciones respecto al
consumo de azucar y calorias en su dieta. La implicacion del area biotecnoldgica se
debe a que existen edulcorantes que no son azucares (proteinas-alcoholes), los cuales
tienen un meétodo de obtencion a través de procesos mediados por este tipo de
catalizadores, lo que ha sido la principal aportacion de esta area del conocimiento a la
produccion de sustitutos del azucar (Garcia et al, 2004).
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El incremento en el consumo de azucar es dificil de entender y evitar para
muchos, ya que desconocen que el azlcar se esconde en muchos otros alimentos,
tales como: bolleria, batidos, bebidas, conservas, confituras, chicles, chocolates, dulces,
embutidos, flanes, helados, licores, mermeladas, natillas, pan, pasteles, quesos, salsas,
tartas, yogures, zumos etcétera; por lo tanto, cuando se consume alguno de los
productos anteriores, y en exceso, se es inconsciente de la gran cantidad de azucar

presente, ignorando asi los dafios colaterales a la salud (Ramirez et al, 2011).

Mucha de la informacién acerca de los edulcorantes aun se desconoce y es
probable que sea la causa de su consumo excesivo, a continuacion se hard un breve

recorrido por el mundo de los edulcorantes para conocer mas acerca de ellos.

1.1.2 DEFINICION DE EDULCORANTE

Un edulcorante es cualquier compuesto quimico, natural o artificial, que
proporcione sabor dulce al alimento (Meléndez, 2008). Debido a que los extractos o
polvos obtenidos de la stevia se comercializan como edulcorantes, quedan
automaticamente incluidos en dicha clasificacion, por lo cual su comercializacion debe
cumplir los lineamientos establecidos para ese grupo de aditivos (Ramirez, et. al.,
2011).

Se sabe que no existe una relacion directa entre la composicion quimica de una
molécula y su capacidad de endulzar, por lo cual se dice que el sabor dulce aparece en
moléculas concretas, pero sin saber de manera precisa a qué molécula atribuirle dicho

sabor.

Diversos estudios acerca de los edulcorantes han concluido que:

e EXxisten sustancias quimicamente definidas que presentan el sabor dulce y
amargo, ya sea al mismo tiempo o uno detras del otro.

e Debe existir una relacion concreta entre los grupos OH- y NH-2 para que se
haga presente el sabor dulce, ya que tienen una influencia muy importante en

la sensacion sapida, pero actian de diferente forma.
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e El poder edulcorante (PE), se establece tomando la sacarosa como
referencia, y asignando el valor 1 al sabor dulce de una disolucion acuosa de
sacarosa, de 30g/l a 20°C. (Campoy, 2006)

1.1.3 CUALIDADES QUE DEBE POSEER UN BUEN EDULCORANTE

Un edulcorante natural o artificial debe tener ciertas caracteristicas para ser
empleado por la industria alimenticia, algunas de ellas: ser inocuo, la intensidad de
dulzor debe percibirse y desaparecer rapidamente, tiene que ser lo mas parecido
posible al azicar comun y sin dejar sabor residual. Debe resistir las condiciones del
procesamiento del alimento en el que se va a utilizar, asi como a los tratamientos a los

gue se sometera (Herrera, et. al., 2012).

Para entender mas a detalle este tema, a continuacion se presentan los tipos de

edulcorantes.

1.1.4 CLASIFICACION DE EDULCORANTES

Existen diversas clasificaciones de edulcorantes principalmente por su origen:

e Naturales® simplemente extraidos de una materia prima (Azlcar o
sacarosa, glucosa, jarabe invertido, jarabes de alta fructosa, miel de abeja
o de maiz, lactosa, maltosa, mezclas de azucares de seis carbonos o
concentrados de jugos de fruta y stevia®).

e Quimicos: obtenidos mediante un proceso de sintesis quimica (Sacarina,
aspartame, acesulfame-K y sucralosa. Su PE es de 200 a 1,000 veces
mayor que la sacarosa)

e Biotecnoldgicos: polialcoholes, obtenidos mediante un proceso enziméatico
o fermentativo (Isomaltol , mezcla de glucosa, sorbitol y glucosa y maltitol,
Lactitol, Xilitol , Eritritol, Sorbitol, etcetera)

* Garcia et al (2004); Garcia et al, (2013)
3 . .
Edulcorante de gran impacto en el mercado por sus propiedades.
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1.2 CLASIFICACION Y CARACTERISTICAS DE EDULCORANTES EN
VOLUMEN E INTENSIVOS

La Tabla 1 muestra un listado de edulcorantes clasificados como intensivos, por

la potencia de dulzor que presentan respecto al azlcar.

Tabla 1. Edulcorantes intensivos

Edulcorante

PE-Origen

Acesulfame K (potasico) E-950

PE 130 a 200 veces mas que la sacarosa.
Es estable a temperaturas elevadas, mantiene sus propiedades
sensoriales en un amplio intervalo de pH, no deja residuo

desagradable.

Aspartamo E-951

PE 100-200 veces mas que la sacarosa.
No deja resabio amargo, baja estabilidad frente al calor y el pH inferior
a 2.5 y superior a 5.0, inestable en bebidas carbonatadas.

Acido ciclamico (ciclamato) y
sus sales de sodio y calcio E-
952

PE 80 veces mas que la sacarosa, no deja resabio amargo, es estable

alaluz y al calor en un amplio intervalo de pH.

Sacarina y sales de sodio,

potasio y calcio E-954.

PE 300-400 veces mas que la sacarosa, resistente al calor y a la

acidez, regusto amargo.

Sucralosa E-955

PE 600 veces mas que la sacarosa, estable a temperaturas elevadas,

perfil sabor igual que el del azucar.

Taumatina E-957

PE 1400 a 2200 veces més que la sacarosa, estable al calor y pH.

Neoesperidina DC, E-959.

PE 250-1800 veces mas que la sacarosa, estable al calor y en
disolucién acuosa con pH entre 1 y 7, actia mas como potenciador de

sabor que como edulcorante.

(Campoy, 2006, Vidal C. et al 2004)
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La Tabla 2 muestra edulcorantes, la mayoria de ellos alcoholes conocidos como

edulcorantes en volumen; el dulzor en estos es ligeramente inferior al del azucar.

Tabla 2. Edulcorantes en volumen

Edulcorante PE-Origen

Azlcar-alcohol sintético, que se obtiene a partir de la

Maltitol, manitol, jarabe de maltitol, E-

965 maltosa, procedente del almidon. Presenta un PE de 0.9

veces mas que la sacarosa.

Isomaltol E-953, mezcla de glucosa, Poder edulcorante de 0.5 veces mas que la sacarosa

sorbitol y glucosa y mailtitol valor energético 2kcal/g. Util para diabéticos.

Azlcar, alcohol obtenido a partir de la lactosa. Ingesta
Lactitol E-966 superiores a los 25g pueden tener efectos laxantes. PE

0.3 veces que la sacarosa.

Azlcar-alcohol  presente  en muchos  vegetales,

comercialmente se obtiene a partir de polisacéarido xilano,

Xilitol E-967
de la pulpa de la madera. PE 1.2 veces mas que la
sacarosa.
Potenciador de sabor, soporte, humectante, estabilizador,
Eritritol E-968 espesante, agente de carga y secuestrante, productos de
confiteria y derivados lacteos.
Sorbitol E-420 PE 0.6 veces mas que la sacarosa

Campoy (2006), Vidal et al(2004)

1.2.2 EDULCORANTES EN VOLUMEN

Tienen menor valor energético y poder edulcorante que la sacarosa. Aqui es
donde la biotecnologia hace presencia porque la mayoria de ellos son polialcoholes, por
lo que son necesarios procesos fermentativos en los que intervienen procesos

enzimaticos (catalizadores) (Garcia et al, 2004).

Los edulcorantes en volumen poseen las siguientes caracteristicas: baja
intensidad de dulzor, aporte reducido de calorias, confieren textura, a grandes dosis
producen efectos laxantes, algunos son higroscopicos y humectantes , si se ingieren en

estado sdlido dejan una sensacién de frescura, son poco 0 nada cariogénicos, controlan
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la cristalizacion de los azlcares, evitan la evaporacidon del agua, solubilizan los
saborizantes, secuestran metales, actian como conservadores por su efecto de presion
osmatica, ayudan a rehidratar los polvos y evitan el efecto de pegajosidad (Campoy,
2006).

1.2.3 EDULCORANTES INTENSIVOS

Poseen las siguientes propiedades: alta intensidad de dulzor (ppm), aporte de
calorias insignificante o nulo, ausencia de otras funciones tecnolégicas (solo endulzan),

apropiadas para diabéticos y no provocan caries (Campoy, 2006).

1.3 EDULCORANTES MAS COMUNES

Existen edulcorantes que han causado mayor impacto por su PE y efectos en el
mercado Yy la salud del consumidor. Por el origen surge discusion al preguntarse sobre
los efectos que pudieran generar en el organismo, asi mismo por el PE ya que el
consumidor interpreta de forma erronea “bajo o cero aporte calorico” y tiende a exceder

su consumo. Entre ellos encontramos:

e La sucralosa: se obtiene de la cafia de azlcar, no presenta aporte calérico y
cuya ingesta diaria maxima (IDM) es de 15 mg/kg de peso corporal.

e La sacarina: se deriva de una sustancia proveniente del petréleo, no presenta
aporte calorico, y su IDM es de 15 mg/kg de peso corporal.

e EIl aspartame: un edulcorante encontrado en diversos productos, formado a
partir de dos aminoéacidos (&cido aspartico y fenilalanina), aporta 4 cal/gr y
presenta una IDM de 40 mg/kg de peso corporal.

e Ciclamato de sodio: edulcorante artificial, formado por sales de sodio, calcio y
potasio, no presenta aporte calérico, con una IDM de 11 mg/kg de peso corporal.

e Acesulfame K: de origen artificial, derivado del &acido acético, aporta cero
calorias, su IDM es de 15 mg/kg de peso corporal.

e Fructosa: un edulcorante de origen natural, se extrae de frutas y miel, aporta

4cal/g, no presenta un limite de IDM.
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e Stevia: un edulcorante de origen natural, se extrae de la planta con el mismo

nombre, aporta cero calorias y su IDM de 5.5 mg/kg de peso®.

El tema acerca sobre los riesgos de consumo surge a partir del origen del
edulcorante, se sabe que la mayoria de ellos son artificiales, es decir, pasan por
diversos procesos quimicos y al interactuar con el sistema del organismo del
consumidor se generan posibles reacciones, algunas veces desfavorables. Debido a lo
anterior, conviene indagar acerca de las ventajas y desventajas de los edulcorantes en

un amplio espectro (Duran et al, 2013).

1.4 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS EDUCORANTES EN
GENERAL

El mercado de edulcorantes ha evolucionado considerablemente y ha surgido la
necesidad de productos mas dulces y con menos calorias; sin embargo, esto genera
controversia sobre los efectos de consumo que pueda traer a la salud humana, ya sea

por su uso intenso o frecuente (Marin, 2004).

En la Tabla 3 se enlistan de manera mas especifica algunas ventajas y

desventajas de los edulcorantes caloricos y no caléricos.

Algunos efectos nocivos a la salud relacionados con el consumo de edulcorantes
son los siguientes: caries dental, acidificacion de la sangre, descalcificacion,
arterioesclerosis, infarto de miocardio, obesidad, acné, ulcera de estobmago, colesterol,
tensidén nerviosa, problemas de circulacion, hiperexcitabilidad, degeneracion hepatica y
diabetes (Lopez & Pefia, 2004).

Ahora bien, se observa que existe gran diversidad de informacién y controversia
entre edulcorantes cal6ricos y no caloricos, asi como artificiales y naturales. Se tiene
que el ciclamato, la sucralosa, el aspartame y la stevia son los mas cuestionados al
respecto, siendo la Stevia un edulcorante que actualmente ha causado mayor impacto

por su origen, poder edulcorante y el nulo aporte calérico que presenta, marcando asi la

* Garcia et al, (2004); Ramirez et al, (2011).
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diferencia entre el resto de los edulcorantes; esto hace que en un futuro la stevia ocupe

un lugar importante dentro del mercado de los edulcorantes (Trujillo-Mota, 2010).

Tabla 3. Ventajas y desventajas de los edulcorantes

CALORICOS NO CALORICOS

Ventajas Desventajas Ventajas Desventajas

Son facilmente

metabolizados por el “Saludables” en el Puede generar
Disponibilidad. organismo lo que aspecto de bajo o nulo dependencia por la
contribuye a una rapida aporte calérico. intensidad de dulzor.

absorcion de azlcares.

Se encuentran de ) Disponibilidad en el ) i
Aumentan el apetito. Precios mas altos.
manera natural. mercado.

Aumenta la produccién de | Opcidn para reducir las Altamente disponibles en

Econdémicos. o o i ) ) ) .
triglicéridos y &cido arico. | calorias de un alimento | alimentos o comida rapida.
Presentan diversas
) Mayor disponibilidad de reacciones con el
Poseen buena Contribuyen a generar . ] . .
- ) alimentos libres de organismo y estan
solubilidad. problemas de obesidad. i ) )
calorias. relacionados con diversos

padecimientos.

Gonzélez (2013)

Por todo lo anterior, el presente trabajo centra su atencion en el edulcorante

natural stevia, asi como en sus compuestos activos: esteviésido y rebaudiosido

1.5 GENERALIDADES DE LA STEVIA

Desde épocas precolombinas los indigenas guaranies ya empleaban la stevia
como endulzante para sus alimentos y bebidas, por tal motivo la llamaron “ka’a-hée”,
que significa “hierba dulce”. En Paraguay fue descubierta en 1887 y caracterizada por el
botanico suizo Moisés Santiago Bertoni (1857-1929), en 1905 recibio el nombre

cientifico de Stevia rebaudiana Bertoni.
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Existe otro numero significativo de variedades de la planta, pero la Stevia
rebaudiana Bertoni es la Unica que posee la propiedad endulzante que le confiere el
principio activo conocido como estevidsido y rebaudiosido, descrito en 1921 por la union

internacional de quimica (Marin, 2004).

En su forma natural, la hoja de stevia de buena calidad es hasta 30 veces mas
dulce que el azicar comun de mesa (sacarosa), mientras que los extractos de stevia
tienen una PE de 100 a 300 veces mayor que el azucar (Ramirez, et al, 2011; Lopez &
Pefa, 2004).

1.5.2 DESCRIPCION BOTANICA

La stevia es una especie perteneciente a la division Faner6gama (plantas con
flores y semillas), clase Dicotiledénea, orden Campanulales y familia Asteraceae. Es
una hierba perenne que alcanza los 80 cm de altura (Herrera et al, 2012). Crece en
estado silvestre en forma de planta aislada con tallo erecto, sublefioso y pubescente.
Durante su desarrollo inicial no posee ramificaciones, tornandose multicaule después
del primer ciclo vegetativo, llegando a producir hasta 20 tallos en tres a cuatro afos.
Puede alcanzar hasta 90 cm de altura en su habitat natural y en los tropicos puede
llegar a tener alturas superiores a 100 cm, la raiz es pivotante, filiforme y no profundiza,

distribuyéndose cerca de la superficie (Larrafiaga & Nerea, 2011).

Las hojas son elipticas, ovales o lanceoladas, algo pubescentes; presentan
disposicion opuesta en sus estados juveniles, y alternas cuando las plantas llegan a su
madurez fisioldgica previa a la floracion, la hoja es el 6rgano con mayor contenido del
edulcorante. La flor es hermafrodita, pequefia y blanquecina; corola tubular,
pentalobulada, en capitulos pequefios, terminales o axilares, agrupados en paniculas

corimbosas (Herrera, et al, 2012).
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La planta es autoincompatible (protandria), por lo que la polinizacién es
entomofila; se dice que es de tipo esporofitico y clasificada como apomictica obligatoria.

Fisicamente se encuentra como se observa en la Figura 1.

Figura 1. Planta de la stevia

1.5.3 CARACTERISTICAS AGRONOMICAS

Esta es una especie semiperenne por lo cual la vida util del cultivo puede durar
entre 5 y 6 afios, con 2 o 3 cortes anuales; el rendimiento anual de hoja seca en
Paraguay oscila entre 1,500 y 2,500 kg/ha en condiciones de temporal y alrededor de
4,300 kg/ha con riego. (Herrera et al, 2012).

En cuanto a densidad se refiere, existen diversas recomendaciones con un
intervalo de entre 50,000 y 120,000 plantas/ha, Ramirez et al (2011) menciona algunas

de ellas:

e De 80 a 100,000 plantas/ha con espaciamientos entre lineas de 45 a 60 cm.
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e Para altos rendimientos se sugiere 160,000 plantas/ha, con riesgo de no ser
econOmicamente viable.

e En hileras simples, de 95,200 (70 x 20 cm) a 100,000 (80 x 12.5 0 50 x 20 cm)
plantas/ha.

e En hileras dobles, de 100,000 (70 x 30 x 20 cm) a 121,212 (89 x 30 x 15)
plantas/ha.

En relacion a lo anterior, la Tabla 4 muestra a los diversos paises encabezan la

lista de produccion, los cuales destinan cierta superficie para su cultivo.

Tabla 4. Superficies minimas destinadas a la produccion de stevia en los

principales paises productores

Productor Cantidad (tm de cristal) | Cantidad (kg/hojas) | Superficie (ha)
China 2.700 27,000,000 10,800

Paraguay 200 2,000,000 800
Bolivia 25 250,000 100
Brasil 12.5 125,000 50

Argentina 52.5 525,000 210

Gonzélez-Moralejo 2011

Cabe destacar que Japon es el pais con mayor cantidad de fabricas
procesadoras y extractoras de esteviosido y esto hace que se convierta en principal
proveedor de China. (Herrera et al, 2012).

1.53.1 CLIMA
La region donde crece la planta de stevia es subtropical, semihimeda, con una
altura de 1,400 a 1,800 msnm, donde se presentan lluvias que se distribuyen

regularmente durante todo el afio. La temperatura mas apropiada para el cultivo de esta

especie es de 15 a 30°C, con un limite inferior de -3°C.
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Se desarrolla mejor donde la estacién de crecimiento es larga, la intensidad de
luz es alta, con temperaturas tibias, riesgos minimos de heladas luego de la brotacion y

sin periodos de larga sequia.

1.5.3.2 SUELOS

Se puede cultivar en suelos muy variados, en su estado natural, la planta crece
en suelos tanto de baja fertilidad, acidos, de tipo arenoso, como hasta organicos y con
alta humedad. Algunos autores recomiendan tierras areno-arcillo-humifera-ferruginosa o
simplemente arena humifera. Se desarrolla bien en suelos colorados del Alto Parana.
Se adapta bien a suelos arcillosos con buen drenaje, no asi a lugares con exceso de
humedad. Prospera bien en suelos de desmonte, no asi en tierras recién desmontadas
con mucha materia organica, por problemas de enfermedades. La planta crece
naturalmente en suelos de pH 4-5, pero crece bien entre 6.5-7.5, siempre que no sean
salinos (Herrera et al, 2012).

1.5.4 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

En 1982, Tanaka aisl6 cuatro glicésidos dulces adicionales, presentes en menor
porcentaje, a los cuales denominé rebaudiésidos A, C, D y E, encontrandose en mayor
cantidad a los rebaudiosidos A; dichos compuestos son los que le confieren el intenso
sabor dulce. Estos componentes y otros como diterpenos, triterpenos, taninos,
estigmasterol y aceites volatiles, son quienes resaltan su diferencia quimica en

comparacion con los demas edulcorantes.

Se dice que es una molécula muy compleja, que contiene 38 carbonos, 60
hidrogenos, y 18 oxigenos, su nombre completo es 13-O-beta-soforosil-19-O-beta-
glucosil-steviol. Los glucésidos consisten en una estructura central diterpeno con una
variedad de radicales sustitutos, los cuales incluyen a la glucosa, rhamnosa y/o xilosa
Su estructura central se presenta en la Figura 2, donde los radicales R1 y R2 pueden

ser glucosa (glu), xilosa (xyl) o ramnosa (ram) (Ramirez, et al, 2011).
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Figura 2. Nucleo del steviol

Ademaés de contener los compuestos quimicos mencionados anteriormente, la
hoja de stevia en su estado natural posee gran cantidad de nutrientes, que en orden de

concentracion son:

e Mas del 50%: carbohidratos de facil asimilacion.

e Mas del 10%: fibras, polipéptidos (proteinas vegetales).

e Mas del 1%: lipidos, potasio.

e Entre el 0.3 y 1%: calcio, magnesio y fosforo.

e Menos del 0.01%: cromo, cobalto, hierro, manganeso, selenio, silicio, zinc.
Indicios de acido ascoérbico, aluminio, beta caroteno C, estafio, riboflavina,
vitamina B1.

e Varios aceites esenciales.
En general, la stevia presenta caracteristicas como: estabilidad al calor (198-

200°C), tiene un pH en un rango de 3 a 9, no se fermenta y es de 200 a 300 veces mas

dulce que la sacarosa.
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Como se menciono en un apartado anterior, el rebaudidsido A es el que presenta
las mejores propiedades sensoriales (es mas dulce y menos amargo) y lo que lo hace

diferente de los otros cuatro (Delgado, et al, 2009).

1.54.1 CONTENIDO DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

Como ya se ha visto, la stevia contiene un sinfin de compuestos benéficos, tal es
el caso de su contenido de antioxidantes, mismos que son reportados en un estudio
(Espert et al 2011). En este se analizé concretamente la actividad antioxidante total,
contenido en fenoles y flavonoides de extracciones acuosas (método convencional) de
hojas deshidratadas de stevia, donde se lograron valores de actividad antioxidante (131
mg trolox eq./g Stevia a 90 °C 20 min), de fenoles totales (98 mg AG eq./g Stevia a 70
°C 20 min) y de flavonoides (67 mg catequina eq./g Stevia a 100 °C 20 min) superiores
a los presentados por los extractos obtenidos por otras técnicas mas novedosas como
ultrasonidos (91 mg trolox eq./g Stevia a 70 °C 5 min; 79 mg AG eq./g Stevia a 70 °C 20
min; 36 mg catequina eq./g Stevia a 90 °C 20 min) y microondas (108 mg trolox eq./g
Stevia; 87 mg AG eq./g Stevia; 48 mg catequina eq./g Stevia a 1,98 W/g de infusién 5

min).

Existen referencias bibliograficas que mencionan que los  compuestos
antioxidantes poseen la propiedad de inhibir el crecimiento y metabolismo de algunos

microrganismos (Henao &Trujillo 2007).

1542 PODER EDULCORANTE

El poder edulcorante del compuesto activo depende de la forma en la que se
encuentre la planta; es decir, en su forma natural es 10 a 15 veces mas dulce que el
azucar comun de mesa, y el extracto en su forma liquida tiene un poder endulzante
aproximadamente 70 veces mayor que la sacarosa, mientras que los extractos
refinados de Stevia, llamados estevidsido (polvo blanco conteniendo 85-95% de

estevidsido) son 200 a 300 veces mas dulce que la sacarosa (Ramirez et al, 2011).

29



1.5.5 FORMAS DISPONIBLES EN EL MERCADO

En el ambito de su comercializacién, se menciona que el 18 de Septiembre de
1995 la FDA (Food and Drug Administration) anuncié que la stevia podia venderse y
consumirse como suplemento dietético y no como aditivo alimenticio (endulzante). Cabe
mencionar que en junio de 2004, la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion concluyé que la stevia es inocua, veredicto que abrio

amplias posibilidades de evaluar su ingreso al Codex Alimentario Mundial.

Un dato importante menciona que el 70% del total de la produccion mundial de
stevia se utiliza para procesar cristales de esteviosidos, mientras que el 30% restante
es destinado a usos de las hojas en su estado natural (fresco o seco), es decir, sin un
procesamiento industrial (Trujillo-Mota, 2010). Los extractos de la hoja pueden ser
procesados ya sea en forma de polvo o en forma liquida (Gonzalez-Moralejo 2011). En
base a ello la demanda de stevia ha incrementado considerablemente a nivel mundial,
(como se observa en la tabla 6), asi mismo de manera general, el consumo de

edulcorantes.

Tabla 6. Demanda anual estimada de Stevia en 2006 en toneladas

Consumo de
, Demanda
. Consumo de azucar edulcorantes :
Pais X e estimada de
refinado (80%) naturales y artificiales Stevia
(20%)
EE UU 8,424,000 2,106,000 1,264
UE 16,475,000 4,118,750 2,471
China 9,500,000 2,375,000 1,425
Japoén 2,535,000 633,750 380
México 4,900,000 1,225,000 735
Espafia 303,580 75,895 46

Gonzéalez-Moralejo 2011

Este edulcorante podria sustituir al resto de su clase, en la formulacién de
comidas, tortas, pasteles y bebidas en general. Actualmente es adicionado a bebidas
de bajo contenido calérico (refrescos), caramelos, goma de mascar, pasteleria, yogurt,

dulces, encurtidos, salsas, productos medicinales y de higiene bucal (Razo, 2011).La
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stevia es empleada en diversas areas y en diferentes presentaciones, como se describe

enla Tabla?.

Tabla 7. Formas disponibles y aplicaciones de la Stevia

PRESENTACION DECRIPCION DEL PRODUCTO

Tiene un sabor muy suave Y licoroso. Esta es la forma mas sencilla, natural
y no procesado de la stevia. Usadas para preparar salsas, con mayor
Hojas preferencia para un te herbario y consumo directo, no se disuelven. Se
pueden adquirir sueltas o en sacos de té. Son de 15 a 30 veces mas dulce

que el azucar.

Presentan un PE de 10 a 15 veces mas dulce que el azlcar. Su proceso de
] secado mediante un deshidratador, tiene las mismas aplicaciones que el la
Hojas secas ) i ) ) »
hoja fresca, ademas es empleada en la industria para la extraccion del

esteviosido y su tiempo de almacenamiento es mayor.

] _ Pueden encontrarse a granel y en saquitos de té. Presenta un color
Hojas molidas o en i
verdoso, se usa como realzador de sabor y como edulcorante en el té,

polvo . ) ) . )
ensaladas, frutas, café, etc. Las hojas molidas de stevia no se disuelven.
Las partes restantes de la planta, incluyendo tallos, semillas, flores e
Subproductos incluso hojas que no fueron seleccionadas para la industrializacion, pueden

ser usadas para la alimentacién de animales o fertilizantes.

o Jarabe concentrado hecho de las hojas secas a base de agua y alcohol.
Extracto liquido oscuro ,
Usado como edulcorante de bebidas.

o Una solucion de cristales de esteviésido disueltos en agua, alcohol o
Extracto liquido claro o )
glicerina. Usado como edulcorante en bebidas.

Las hojas de stevia se procesan a través de uno de los varios métodos de

extraccion, normalmente con una base de agua o alcohol etilico. El polvo
Polvo con 40%-50%

o resultante, blanquecino, tiene 40%-50%de glucésidos dulces y es 100
de glucésidos

veces mas dulce que el aztcar. Usado como edulcorante de comidas y
bebidas.

Mayor concentracion que la anterior, mismo proceso, hormalmente es 200-

Polvo con 85%.97% | 300 veces mas dulce que el azlcar. Se usa principalmente como
de glucésidos edulcorante. Sabor, dulzura y costo de los diversos polvos, probablemente

dependan del grado de refinamiento y de la calidad de la planta usada.

Gonzéalez-Moralejo, 2011
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1.5.6 METODOS DE EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS
DE LA STEVIA

De manera tradicional es muy simple la extraccion de los componentes
principales de la stevia; para su industrializacion existen diversas formas de extraerlos y

ello dependera del estudio que se requiera realizar (Trujillo-Mota, 2010).

A continuacion se muestra una breve descripcion del proceso de extraccidon

industrial mas comun; el proceso se compone de las siguientes etapas:

i.  Extraccion con agua o con solventes organicos
ii.  Filtracion
iii.  Precipitacion de impurezas
iv.  Purificacion con resinas de intercambio i6nico
v.  Cristalizacién

vi. Secado

1.5.6.1 EXTRACCION DE LOS COMPUESTOS ACTIVOS DE LA STEVIA CON
SOLVENTES

Las hojas deben estar finamente trituradas y colocadas en un recipiente para ser
tratadas con diversos solventes, entre los cuales se encuentran: agua, alcohol metilico,

solucién buffer; posteriormente se someten a purificacion con solventes organicos.

Existen dos métodos donde se obtiene un mejor resultado en cuanto a la
obtencion de los compuestos activos de la stevia; se muestra mayor preferencia por
estos, pues son los que permiten mayor rendimiento en los extractos (aunque los costos
son muy elevados) conocidos como: extraccion por intercambio iGnico y extraccion por
adsorcion cromatografica. Asi mismo, existen otros como: precipitacion selectiva, fluidos
supercriticos y extracciones Soxhlet y por reflujo, por mencionar algunos (Delgado et al,
2009).
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Para cada método de extraccion se requieren diversos procesos que al final

generan aspectos favorables y desfavorables como los que se enlistan en la Tabla .8.

Tabla 8. Ventajas y desventajas de los métodos de extraccion

Método Ventajas Desventaja

Arrastre de compuestos en
Extraccion por solvente Velocidad de extraccion general; clorofila,
antioxidantes etcetera.

Equipos costosos, emplean

Adsorcion cromatografi . . diversidad de compuestos
dsorcion cromatografica Rendimientos considerables, . P
: quimicos, que de alguna u
resultados confiables. : )
Extraccion por intercambio otra forma intervienen en la
i6nico composicion del extracto.

Razo (2011)

1.5.7 TECNICAS DE PURIFICACION

Existen diversas técnicas de purificacion de los extractos de la stevia, entre ellas
se encuentran: combinacidon de membranas filtrantes de distintos tamafios de poros,
zeolitas modificadas con distintos iones metalicos, columnas de intercambio, resinas y

columnas de carbon activado (Soto& Del Val, 2002).

Hay que tener en cuenta, que una cantidad mayor a 2 g de carbon activado,
logra aclarar completamente el extracto, pero a la vez hace perder todo su dulzor.
(Delgado et al, 2009).

1.5.8 PROPIEDAD ANTIMICROBIANA

Un agente antimicrobiano es el que por separado o mezclado con otra sustancia
entre si es capaz de inhibir, retardar o detener los procesos de fermentacion,
enmohecimiento, putrefaccion y otras alteraciones bildgicas de los alimentos y bebidas
(Henao & Trujillo, 2007).

La propiedad bactericida es atribuida a la stevia sin ningun tipo de refinamiento,

principalmente su efecto en bacterias causantes de la caries dental y problemas de
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encias, asi como de la garganta irritada. También se le atribuyen propiedades
antifngicas con hongos que causan la vaginitis en la mujer (Candida albicans).
También actla especialmente contra bacterias tales como: Stafilococos aureus y

Corynebacterium difteriae (Gonzalez-Moralejo, 2011; Lazanduri & Tigrero, 2009).

1.58.1 FLORA BACTERIANA BUCAL

Se sabe que las lesiones dentales son tan antiguas como el origen del hombre,
un problema muy comun es la caries dental, misma que es causada por un
microorganismo conocido como Streptococcus mutans. ElI efecto de este
microorganismo es que conduce a cavitacion y alteraciones del complejo dentino-

pulpar.

Streptococcus mutans fue aislado por J. Clarke en 1924, dando la siguiente
descripcion: produce acido de manera muy rapida en un medio donde el pH inicial es de
7.0, obteniendo un pH de 4.2 antes de las 24 horas, fermenta diferentes hidratos de
carbono e hidroliza algunos aminoacidos. Otro punto importante es que S. mutans se
adhiere a la superficie de los dientes, y este es un factor importante para el inicio de la
formacion de la caries (Vitery et al, 2010). Respecto a los efectos que produce dicho
microorganismo, se relaciona con algunas propiedades de la stevia, mismas que actian
contra dichas reacciones, tales como fermentar azlcares y produccion de &acido, lo

contrario a la stevia, pues no es fermentable y es antiacida.

1.5.9 VENTAJAS Y APLICACIONES

Diversos estudios catalogan a la stevia como el edulcorante del futuro al ser
100% natural y con cero calorias, es decir, no metabolizado en el organismo y poseer
un potente poder edulcorante, pero sobre todo al no causar ningun efecto nocivo a la
salud. Entre sus beneficios se encuentran la aptitud para diabéticos, es hipotensora
(recomendada para personas con tension alta, pues la reduce), sirve para el cuidado

facial, para problemas de acidez de estbmago, es adecuada para bajar el nivel de
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acidez de la sangre y de la orina, también ayuda a bajar de peso porque no tiene

calorias.

Es soluble en agua fria o caliente, sin nutrientes, sin calorias, se puede hornear
(es estable a los 200 °C), no se fermenta, no crea placa dental, es anti-caries, y no tiene
efectos téxicos. Su IDA (Ingesta Diaria Admisible) es muy baja debido a su alto poder
edulcorante, su ingesta en el peor de los casos es de 4.4 g/dia o aproximadamente
75mg/kg de peso corporal (Herrera et al, 2012).

Un aspecto que capta la atencion de los investigadores es el efecto bactericida
que fue descubierto en Paraguay, donde utilizan la stevia sin refinar, ya que se observa
un efecto inhibidor en el crecimiento de bacterias, sobre todo las que producen las
caries y los problemas de encias, también para aliviar el problema de la garganta

irritada.

Un estudio reportado por Galperin menciona acerca del efecto de la adicién de
estevidsido sobre un cultivo de bacterias orales. Los resultados obtenidos indicaron que
no favorece la propagacion bacteriana y por ello se preconiza su empleo en caramelos

y gomas de mascar. (Galperin, 1984; Rivero & Casadiego 2011).
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

La presente investigacion de llevo a cabo en las instalaciones del Departamento
de Ciencia y Tecnologia de Alimentos de la Universidad Autonoma Agraria Antonio
Narro, ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila. EI método comprende cuatro etapas;
comienza con la extraccion y cuantificacion de los compuestos activos de la stevia y se
concluye con la prueba de capacidad antimicrobiana de los extractos en cepas de

Stevia aureus.

2.1 ETAPA |: MOLIENDA DE LA STEVIA Y EXTRACCION DE
COMPUESTOS ACTIVOS

En un molino de la marca Thomas Scientific 800-3452100, con una malla N° 2,
se realizo la molienda de la stevia, misma que fue proporcionada en forma deshidratada
(seca), con el fin de romper los tejidos para facilitar la liberacion de los compuestos

activos de la planta.

Para el proceso de extraccidon se trabajaron 2 tratamientos: 80 °C y 100 °C con

un total de 5 muestras para cada temperatura.

En matraces de 250 ml se colocaron 100ml de agua destilada y se calentaron en
parrillas de agitacion, hasta alcanzar las temperaturas antes mencionadas; una vez
logrado esto, se adicioné 1 g de stevia y se mantuvieron a dicha temperatura durante

una hora.
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2.2 ETAPA II: PURIFICACION

La purificacion fue mediante filtracion, lo anterior con la finalidad de mantener el

origen natural y libre de contacto con compuestos quimicos.

Se procedié a una primera filtracibn con tela de muselina para retirar el
precipitado de mayor tamano, seguida de una segunda filtracion con papel filtro #1 para
retener completamente los residuos. De las muestras ya libres de componentes visibles
se guardaron 10 ml de cada una en tubos de ensayo cubiertos con papel aluminio para
evitar la oxidacion de los posibles antioxidantes presentes. Estas muestras fueron

empleadas en la evaluacion de eficiencia antimicrobiana en medio de cultivo liquido.

Posteriormente se realizaron dos procesos de filtracion a través de papel filtro
#42 y carbdn activado, se procedio al resguardo de las muestras de la misma forma que
las anteriores para su respectivo andlisis. Basado en la metodologia propuesta por
Delgado, et al (2009). Estas muestras fueron las empleadas para la evaluacion de la

eficiencia antimicrobiana en medio de cultivo solido.

2.3 ETAPA lll: IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE
COMPUESTOS ACTIVOS DE LA STEVIA

En esta etapa se cuantifica la concentracion de azlcares reductores y fenoles

totales presentes en los extractos de la stevia, en temperaturas de 80 °C y 100°C.

2.3.1 CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES

La cuantificacion se realiz6 mediante la técnica de DNS, ya que la literatura la
reporta como meétodo para calcular la concentracion de azucares reductores (Bello et al,
2006). El método se aplicod a las diferentes muestras obtenidas: extraccién a 80 °C y a

100 °C, sin filtrar y después de la primera y segunda filtracion.
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2.3.2 CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

Para esta determinacién se empleé como agente oxidante el reactivo Folin
Ciocalteau,(Tighe et al 2014), en cada muestra obtenida, como se mencioné en el

apartado anterior.
2.4 ETAPA IV: PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS

En esta etapa se evalla la eficiencia antimicrobiana de los extractos purificados y

sin purificar, en medios de cultivo sélidos y liquidos.
2.4.1 VIABILIZACION DE LA CEPA DE Staphylococcus aureus

La cepa empleada para el presente trabajo fue obtenida del cepario del
Laboratorio de Inocuidad Alimentaria del Departamento de Ciencia y Tecnologia de
Alimentos de la UAAAN.

Se prepararon por triplicado tubos con caldo TSB y medio sélido, previamente

esterilizado en autoclave a 15 Ib de presion y 121 °C, durante 15 min.

Para la proliferacion de la cepa del cultivo iniciador se tomaron 100 pl y se
pasaron a caja Petri con medio TSB y se realiz la siembra por estriado, todo esto en la
campana de flujo laminar de aire estéril. Se incubaron a una temperatura de 35 °C por
48 h. Se evalué su morfologia macroscépica y microscopica, la segunda mediante la

técnica de tincion de Gram.
2.4.2 APLICACION DEL ANTIBIOGRAMA EN MEDIO SOLIDO

La preparacion del in6culo inicial se realizé a partir de la cepa previamente
identificada como Staphylococcus aureus. El microorganismo se inoculo con un asa de

cultivo en tubos con caldo TSB, posterior a esto, se incubaron a 35 °C hasta alcanzar
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turbidez equivalente al tubo 4 de la escala de McFarland que equivale a 1,200,000,000

UFC aproximadamente.

Se prepararon cajas Petri con medio TSB, previamente identificadas con las
muestras y tratamientos. Asi mismo, se prepararon sensidiscos de papel filtro, cada uno
de aproximadamente 1mm de diametro. Todo fue previamente esterilizado en autoclave

a 15 |b de presion y 121 °C, durante 15 min.

Los sensidiscos fueron sumergidos en los extractos de stevia con la primera,

segunda y tercera filtracion; para el tratamiento testigo se utilizé6 agua destilada.

Los sensidiscos fueron colocados en las cajas Petri, previamente identificadas.
Se dejaron acondicionar para eliminar el exceso de humedad y para permitir la difusion

de los compuestos a probar en el gel.

Una vez que las cajas estuvieron preparadas y acondicionadas, se procedio a
sembrar 100 pl del in6culo previamente preparado. Posteriormente se realizaron

observaciones cada 24 horas, durante 48 horas.

2.4.3 EVALUACION DE LA EFICIENCIA ANTIMICROBIANA MEDIANTE
SEGUIMIENTO DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO
MICROBIANO

El seguimiento del desarrollo microbiano se llevo a cabo mediante la medicién de
turbidez generada por el crecimiento poblacional en el medio de cultivo liquido, por lo
cual se prepararon tubos para cultivo con caldo TSB que fue inoculado con 100 pl del
in6culo de Staphylococcus aureus previamente preparado, equivalente al tubo 4 de la
escala de McFarland. Se identificaron tubos como testigo, y el resto se les adiciond 1y

2 ml del extracto de stevia.

Los tubos se leyeron en un espectrofotometro Genesys 10 UV con una longitud

de onda de 540 nm a intervalos de 2 horas, hasta las 48 horas.
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CAPITULO Il
RESULTADOS Y DISCUSIONES

En éste capitulo se realiza la evaluacion de la significancia estadistica de las
diferencias encontradas en la concentracibn de azucares, fenoles, y eficiencia
antimicrobiana, mediante un andlisis de varianza (ANOVA), con un nivel de significancia
del 95% (p<0,05).

3.1 ETAPA | EXTRACCION Y PURJFICACION DE COMPUESTOS
ACTIVOS DE STEVIA (EXTRACCION CON AGUA)

Tras haber realizado la extraccion durante una hora con agua a temperaturas
controladas de 80 °C y 100 °C, fue posible la obtencion de un lixiviado de coloracion
obscura, cada una con diferente intensidad de dulzor y resabio amargo, esto debido a

los compuestos como glucdésidos y fenoles.

La literatura reporta que: en una extraccion con solventes, la presencia del
rebaudiosido A, en los extractos, indica que existe un buen sabor dulce y muy poco
resabio amargo, por las técnicas de purificacion empleadas. (Delgado y colaboradores
2009).

Diversos autores mencionan la efectividad de usar solventes organicos en el
proceso de extraccion, sin embargo Macia & Monesterolo (2008) reportan que estos no
son considerados seguros Yy requieren procesos posteriores de separacion y
purificacion; por el contrario, la extraccion acuosa permite conservar las propiedades

que lo hacen ser lo mas natural posible.
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3.2 ETAPA Il. IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE
COMPUESTOS ACTIVOS

En este apartado se presentan de manera estadistica los compuestos activos en

mg/ml en cada una de las temperaturas trabajadas.

3.2.1 CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES

La identificaciébn y cuantificacibn de los glucésidos presentes en la stevia,
(responsables del sabor dulce) se pueden identificar mediante el método de extraccion
acuosa, evitando el uso de solventes organicos, y asi, evitar dafios a otros compuestos.
Soto & Del Val (2002) menciona que: de las tres técnicas de extraccion reportadas, el
método de extraccién acuosa es el mas recomendado ya que es el Unico que permite
obtener buen rendimiento mediante temperaturas controladas, seguida de otros

procesos de purificacion.

En la Figura 3 se observa que a diferentes temperaturas controladas, 80 y
100°C, y aplicando filtraciones mediante carbén activado, se obtiene la misma cantidad
de azucares. Por lo tanto, es recomendable trabajar a una temperatura de 80 °C, sin
filtracién con carbdn activado, evitando asi, el deterioro de otros compuestos presentes

en la stevia.
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Figura 3. Cuantificacion de azucares reductores presentes en los
extractos de stevia
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3.2.2 CUANTIFICACION DE FENOLES

Se identificaron y cuantificaron los antioxidantes presentes en los extractos.
Espert et al (2011) reportan que los compuestos fendlicos y flavonoides son los
responsables de la capacidad antioxidante de plantas como té de menta o mate, y

también estan presentes en las hojas de la stevia.

En la Figura 4 se expone el contenido fendlico de los extractos a diferentes
temperaturas, las mayores concentraciones se obtuvieron a 80 °C, comparado con las
concentraciones obtenidas a 100 °C, aun con las filtraciones realizadas, lo cual es
aceptable de acuerdo con lo reportado por Espert et al (2011) quien menciona que los
tratamientos a altas temperaturas y tiempos prolongados de extraccion pueden

propiciar la pérdida de compuestos antioxidantes.
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Figura 4. Cuantificacion de fenoles totales presentes en los
extractos de stevia

Por lo anterior, es recomendable trabajar a temperatura de 80°C, por las ventajas

antes mencionadas.
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3.3 ETAPA IV: PROPIEDADES ANTIMICROBIANAS

Esta ultima etapa presenta el efecto antimicrobiano a diferentes concentraciones

de extracto, en medios de cultivo liquido y solido.

3.3.1 VIABILIZACION DE LA CEPA DE S. aureus

Se logré viabilizar la cepa de S. aureus, mediante las técnicas descritas
anteriormente, obteniendo un cultivo puro, con la morfologia caracteristica de dicha

cepa. El la Figura 5 se observa el cultivo final tras varios aislamientos.

Figura 5. Células de la cepa de S. aureus utilizada, vista en caja Petri y al
microscopio éptico a 40x

3.3.2 APLICACION DEL ANTIBIOGRAMA EN MEDIO SOLIDO

La aplicacion del antibiograma en medio sélido no brindé los resultados
esperados debido a que la cantidad de extracto empleada es minima: 1 ml. Buitrago
(2008) sugirio utilizar 200 mg/ml para asi obtener resultados positivos inhibiendo al
microorganismo. En la Figura 6 se observa que no hay presencia de ningun halo de
inhibicion.
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Figura 6. Nulo halo de inhibicion con 1ml de
extracto de stevia

Asi mismo, el efecto inhibitorio es nulo, puesto que las filtraciones con carbdn
activado retienen diversos compuestos entre ellos fenoles y glucésidos. Para la
presente prueba, se efectuaron 2 filtraciones con 2 gr de carbon activado en cada una,

por lo cual las pérdidas fueron significativas como se muestra en la Figura 4.

3.3.3 EVALUACION DE LA EFICIENCIA ANTIMICROBIANA, MEDIANTE
SEGUIMIENTO DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO
POBLACIONAL.

Diversos estudios reportan un efecto antimicrobiano de los extractos de stevia,
sobre bacterias como Entamoeba coli, Staphylococus aureus y Corynobacterium
difteriae, y contra el hongo Candida, como menciona Lazanduri & Tigrero (2009).

En la Figura 7 se muestra el efecto inhibidor sobre Staphylococus aureus, los
extractos empleados se trabajaron a temperatura de 80 °C, sin filtracion con carbon
activado, unicamente con papel filtro para retener residuos de mayor tamafio, ya que,
como reporta Delgado et al (2009) a mayor uso de carbdn activado, mayor pérdida de
compuestos activos.
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Figura 7. Efecto antimicrobiano de extractos de stevia a diferentes
concentraciones

El objetivo de usar extractos sin ninguna técnica de purificacion es evitar la
pérdida gradual de compuestos activos, factor que determina dicho efecto en estudio,
como lo reporta Lazanduri & Tigrero (2009) quienes mencionan que la propiedad

bactericida es atribuida a la stevia sin ningun tipo de refinamiento.

Utilizando las concentraciones de 1 y 2 ml se observé retardo en el crecimiento
bacteriano, pero no se logra obtener una inhibicion total. Esto podria deberse a que los
extractos de stevia no muestran accion inhibidora al utilizar concentraciones menores
de 200 mg/ml de glucésidos (Buitrago, 2008). En un estudio efectuado, al trabajar con
jugo de melén (Henao & Trujillo, 2007), se concluyé que el efecto de inhibicion
observado fue causado por la concentracion de sélidos presentes en el jugo y a la alta
disponibilidad de agua y no por el poder antimicrobiano como tal de los extractos. Por
otra parte, otro estudio revela que el empleo de extractos obtenidos utilizando solventes
organicos, especificamente de metanol, hexano y acetato de etilo, muestran mejor
accion inhibitoria sobre S. aureus, que los extractos obtenidos utilizando agua. (Tadhani
& Subhasshi 2006).
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CONCLUSIONES

La extraccion de los compuestos activos de la Stevia rebaudiana Bertoni es posible
mediante tratamientos térmico no tan severos, en este caso 80°C para evitar pérdida

total los compuestos.

Mediante la aplicacion de la técnica DNS, se identificé la presencia de estevidsidos y
rebaudiosidos, observando asi que a mayor temperatura (100°C) se obtiene mayor
extraccion de edulcorantes (0.37mg/ml) y otros compuestos, lo que requiere mayor

tiempo de purificacion y esto se traduce a pérdida gradual del PE.

Se identifico la presencia de antioxidantes mediante la técnica de Folin Ciocalteu,

obteniendo mayor contenido a temperatura de 80°C (0.28mg/ml).

La capacidad antimicrobiana evaluada en esta investigacion no presenta diferencia
estadisticamente significativa en la curva de crecimiento, respecto al tubo sin
extracto, debido a que, la cantidad de antioxidantes y edulcorantes presentes en los

extractos empleados son minimos en comparacion con lo reportado en la literatura.
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Resumen
Rcuadrados
Rcuadrados Adj

ANEXOS

Anexo 1. Determinacién de contenido fendlico

Root Mean Square Error

Respuesta de medias

Observaciones (or Sum Wgts)

0.810481
0.80387
0.004649
0.011389
90

ANALISIS DE VARIANZA DE CONTENIDO FENOLICO

Grados de
Fuente Suma de cuadrados Media de cuadrados F calculada
libertad
Modelo 3 0.00795032 0.002650 122.5934
Error 86 0.00185907 0.000022 Prob > F
C. Total 89 0.00980939 <.0001
Nivel Media de cuadrados

1 A 0.01710000

2 B 0.00970000

3 B 0.00736667

Los niveles no conectados con la misma letra son significativamente diferentes.
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Anexo 2. Concentracion de Azucares en mg/ml

Resumen

Rcuadrados 0.713266
Rcuadrados Adj 0.703263
Root Mean Square Error 0.052271
Respuesta de medias 0.188889
Observaciones (or Sum Wgts) 90

Anédlisis de varianza

Grados
Fuente Suma de cuadrados Media de cuadrados F calculada
de libertad
Modelo 3 0.58451333 0.194838 71.3098
Error 86 0.23497556 0.002732 Prob > F
C. Total 89 0.81948889 <.0001
Nivel Media de cuadrados
1 0.26066667
2 B 0.17900000
3 C 0.12700000

Los niveles no conectados con la misma letra son significativamente diferentes
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Anexo 3. Inhibicion microbiana en Uab

Resumen
Rcuadrados 0.707523
Rcuadrados Adj] 0.685025
Root Mean Square Error 0.125383
Respuesta de medias 0.313098
Observaciones (or Sum Wgts) 225
Analisis de varianza
Grados Suma de Media de
Fuente F calculada
de libertad cuadrados cuadrados
Modelo 16 7.910287 0.494393 31.4480
Error 208 3.269965 0.015721 Prob > F
C. Total 224 11.180252 <.0001
NIVEL MEDIA DE CUADRADOS
36 A 0.5942000
34 A 0.5169333
28 A 0.5158000
32 B|C 0.4764667
30 cC|D 0.4241333
26 D | E 0.3675333
12 D | E 0.3458667
48 E|F 0.3316667
10 E|F 0.2988000
24 E|F 0.2932000
8 F 0.2549333
6 G 0.1490000
4 G 0.0908000
2 | 0.0371333
0 | -0.0000000

Los niveles no conectados con la misma letra son significativamente diferentes.



