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Introducción 

 

 

INTRODUCCIÓN 

1.1. Stevia rebaudiana Bertoni 
 
Stevia rebaudiana Bertoni (estevia) es un arbusto perenne, miembro de la familia 

Asteraceae, que alcanza hasta 90 cm de altura, con hojas pequeñas de 3 a 5 cm de longitud 

y 1 a 1,5 cm de ancho. Las flores son blancas y los pétalos se agrupan en racimos terminales 

o axilares. Crecen en altitudes de 500-3000 m en zonas de montaña semiseca, pero también 

pueden crecer en pastizales, matorrales y áreas subalpinas (Magalhães et al., 2000; Serfaty 

et al., 2013). Es una planta originaria del noreste de Paraguay y áreas vecinas de Brasil y 

Argentina, cuyas hojas secas han sido utilizadas durante siglos por los indígenas guaraníes 

de América del Sur como un edulcorante tradicional, al que llaman ka’a he’ê ("hierba 

dulce"). Actualmente, la estevia es reconocida por sus propiedades edulcorantes y, en este 

sentido, constituye una especie de interés económico emergente en todo el mundo (Khalil 

et al., 2016). China es el mayor productor mundial, aunque también se cultiva en otros 

lugares, como Japón, Taiwán, Tailandia, Corea, Brasil, Malasia, Paraguay y algunos países 

de la Unión Europea. Japón y Corea son sus mercados más importantes (Yadav et al., 2010). 

El esteviósido (C38H60O18), un compuesto diterpenoide, es el edulcorante principal 

producido por la estevia. Los glicósidos de esteviol (SGs) pueden alcanzar hasta el 30% del 

peso seco de la hoja de estevia (Geuns et al., 2003) y tienen un poder edulcorante unas 300 

veces mayor que el de la sacarosa (Gardana et al., 2010). En los mercados internacionales, 

los edulcorantes derivados de la estevia se comercializan comúnmente en forma de extractos 

líquidos o como cristales de esteviósido (Bender, 2018). Japón fue el primer país de Asia en 

comercializar el esteviósido como edulcorante para las industrias de alimentos y 

medicamentos (Pal et al., 2015; Bender, 2018). 

La demanda de edulcorantes naturales ha ido creciendo en importancia debido a la 

controversia asociada al uso de algunos edulcorantes sintéticos como ciclamato, aspartamo 

o acesulfamo K. Los SGs se han utilizado ampliamente como edulcorantes naturales no 

calóricos en productos como refrescos, salsa de soja, sopas de pasta o yogur en Japón, Brasil 

y otros países. La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria reconoció la seguridad del 

extracto de hoja de estevia para uso alimentario en 2011 estando actualmente reconocido 

como aditivo alimentario en la Unión Europea con el código E-960 (Yu et al., 2017). Las 

hojas de estevia también se consumen cada vez más como infusiones por sus propiedades 
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antioxidantes, que se han relacionado con sus contenidos de compuestos fenólicos (Periche 

et al., 2015). 

Además de esteviósido, los extractos de estevia contienen también otros metabolitos con 

potencial bioactivo, como alcaloides, complejos clorofila-proteína solubles en agua, 

xantofilas, compuestos fenólicos, oligosacáridos neutros solubles en agua, azúcares libres, 

aminoácidos, lípidos, aceites esenciales y oligoelementos (Komissarenko et al., 1994). 

También se ha descrito que poseen actividades antimicrobianas y antioxidantes (Xi et al., 

1998; Tadhani et al., 2007). Entre los antioxidantes de la hoja de estevia se encuentran 

compuestos como los tocoferoles, ácido ascórbico (Kim et al., 2011) o compuestos fenólicos 

(Shukla et al., 2009).  

Los compuestos fenólicos son metabolitos secundarios de plantas superiores sintetizados 

para una variedad de funciones, entre las que se incluyen los mecanismos de resistencia 

natural contra el estrés biótico y abiótico, defensa frente herbívoros o procesos de 

señalización celular. Como componentes de los alimentos, estos compuestos se han 

relacionado con la prevención de enfermedades de origen oxidativo, como la enfermedad 

coronaria (Robbins et al., 2005). Otras propiedades descritas para los compuestos fenólicos 

incluyen actividades anticariogénicas, antineoplásicas, antihipertensivas, antiinflamatorias y 

antihiperglucémicas (Yang et al., 2015). 

1.2. Procesos de conservación 
 
Las plantas con valor comercial a menudo se almacenan durante un tiempo variable antes de 

su uso y una conservación eficiente es muy importante para evitar la pérdida de moléculas 

bioactivas. El secado es la forma más antigua de preservar el material vegetal. En este 

proceso, se pierde hasta el 85% de peso y durante el mismo pueden producirse pérdidas de 

componentes de bajo punto de ebullición y cambios que afectan la composición nutricional, 

física y química de las hojas, así como atributos de calidad como textura, color y sabor (Babu 

et al. 2018; Ahmad-Qasem et al., 2013). El mayor inconveniente, sin duda, radica en las 

pérdidas de componentes nutritivos durante el procesado térmico a alta temperatura, como 

vitaminas termolábiles (Korus et al., 2011). Por otro lado, debido al bajo contenido de agua, 

las plantas secas presentan mayor densidad de nutrientes y de componentes bioactivos que 

las frescas (Babu et al., 2018). 

La congelación de alimentos es otro método eficiente de conservación y almacenamiento 

utilizado para preservar las materias primas vegetales, tanto en la industria alimentaria como 
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en el hogar, aunque su coste es mayor que el secado con aire caliente (Periche et al., 2015; 

Korus et al., 2011). Las bajas temperaturas utilizadas en esta técnica contribuyen a mantener 

la calidad inicial y el valor nutritivo con pocos cambios. En general, se considera que el 

secado por liofilización es el proceso que da lugar a productos secos de mayor calidad, 

aunque se trata de un proceso costoso. 

1.3. Fertilización para mejorar la producción de compuestos bioactivos 

Muchas propiedades funcionales de los alimentos se basan en las acciones de componentes 

bioactivos específicos. La concentración de metabolitos secundarios bioactivos de las 

plantas (fitoquímicos) está influida por las condiciones de cultivo, como la intensidad 

luminosa, niveles de dióxido de carbono, temperatura, fertilización o factores bióticos y 

abióticos (Ibrahim et al., 2011). La diversidad química y biológica de las plantas de estevia 

está asimismo determinada por factores como el genotipo, la etapa fenológica y las 

condiciones de crecimiento (Brandle & Rosa, 1992; Brandle et al., 1998; Yadav et al., 

2010). La fertilización con nitrógeno (N), fósforo (P) y potasio (K), así como el estado de la 

planta, juegan un papel importante en la definición de la concentración final de metabolitos 

secundarios (Aires et al., 2006). El N es uno de los elementos esenciales más importantes 

para las plantas, siendo utilizado para sintetizar muchos compuestos orgánicos, como 

aminoácidos, proteínas, enzimas y ácidos nucleicos (Koeduka et al., 2006). Además, tiene 

otras funciones en la vida de las plantas, como las relacionadas con el rendimiento en 

obtención de biomasa (Rodrigues et al., 2016). Se ha indicado que la disponibilidad de N 

no sólo influye en la producción de metabolitos secundarios de manera predecible, sino 

también en los procesos de diferenciación y crecimiento de las plantas (Aires et al., 2006; 

Ibrahim et al., 2011). De esta manera, es de esperar que el empleo de distintas tasas de 

fertilización con N tenga influencia en la biosíntesis de constituyentes activos (Karimi et 

al., 2013). En estudios sobre plantas como manzana o pomelo, se encontró que el empleo de 

concentraciones crecientes de N ejercía un efecto negativo en la biosíntesis de flavonoides 

o ácido clorogénico (Patil y Alva, 1999; Awad & de Jager, 2002), mientras que su déficit 

aumentaba la concentración de flavonoides en tomate (Bongue y Phillips, 1995). Existe, sin 

embargo, una falta de información sobre los efectos reales de la fertilización en las 

propiedades químicas y bioactivas de S. rebaudiana. Tavarini et al. (2015) observaron que 

tanto la fertilización con N como el momento de cosecha tenían una influencia pronunciada 

sobre la composición fitoquímica y la actividad antioxidante de la estevia. Estos resultados 
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sugieren que un adecuado manejo del nivel de fertilización podría ser utilizado para 

modificar la expresión de metabolitos secundarios. 

1.4. Fitohormonas para mejorar la producción in vitro de compuestos 

bioactivos 

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales se utilizan para cultivar células, tejidos y órganos 

de plantas en condiciones axénicas (in vitro), así como para regenerar y propagar plantas 

completas. El cultivo in vitro en un ambiente controlado, con un conocimiento adecuado de 

las condiciones requeridas y de la naturaleza del material vegetal, garantiza una propagación 

clonal efectiva de genotipos seleccionados por sus mejores características de plantas 

económicamente importantes (Iliev et al., 2010). 

Estas técnicas son empleadas en muchos laboratorios comerciales e institutos de 

investigación, ya que ofrecen ciertas ventajas sobre los métodos clásicos de propagación, 

para multiplicación rápida de plantas, conservación de germoplasma, eliminación de 

patógenos, manipulación genética y producción de metabolitos secundarios utilizados como 

productos farmacéuticos, aromas, fragancias, colorantes, aditivos alimentarios o 

agroquímicos (Wang et al., 2017; Kumar & Reddy, 2011). El empleo de reguladores del 

crecimiento, o fitohormonas, ha revolucionado el desarrollo del cultivo de plantas in vitro, 

al permitir el control de procesos fisiológicos de células más especializadas y la inducción 

de la producción de metabolitos secundarios (Dias et al., 2016). 

Existen tres tipos de técnicas de micropropagación: 1) la propagación de brotes empleando 

citoquininas, como benciladenina o cinetina; 2) la obtención diferenciada de brotes múltiples 

a partir de tejido indiferenciado (callo) utilizando auxinas, como el ácido indol acético, y 3) 

la diferenciación embrionaria a partir de callos. Hoy en día, el método de propagación de 

brotes es el más empleado, ya que los otros dos están sujetos a variaciones genéticas al partir 

de material indiferenciado (Ota y Yokoyama 2010). Las citoquininas son un grupo de 

fitohormonas que estimulan la captación de agua, aumentan la división celular, promueven 

el desarrollo de órganos y conducen a la regeneración y proliferación de brotes. La cinetina 

(6-furfurilaminopurina) es un ejemplo de citoquinina sintética que tiene capacidad para 

mitigar los efectos adversos del estrés salino durante el crecimiento de las plantas (Eser et 

al., 2016). 
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OBJETIVOS 

 
La realización de estudios con condiciones de cultivo bien establecidas es de extrema 

importancia para estandarizar la producción de plantas y, por lo tanto, su composición 

química. Sin embargo, las condiciones de conservación también pueden influir sobre los 

compuestos bioactivos presentes en la mismas. 

Considerando que tanto las condiciones de cultivo como de conservación ejercen un papel 

determinante sobre la actividad biológica de Stevia rebaudiana, en el presente trabajo se han 

planteado los siguientes objetivos: 

1. Evaluar los efectos de procesos de conservación sobre el potencial antioxidante de S. 

rebaudiana, comparando la actividad captadora de radicales libres, el poder reductor y 

la composición de sustancias antioxidantes de muestras congeladas en fresco y plantas 

desecadas. Las muestras a estudiar se obtendrán de campos experimentales en 

condiciones de cultivo definidas, para estandarizar la producción y, por tanto, su 

composición química.  

2. Evaluar el efecto de diferentes tasas de aplicación de N sobre la composición química 

en hojas de estevia posteriormente congeladas o desecadas, y definir las mejores 

condiciones de cultivo para maximizar los niveles de estos compuestos. 

3. Analizar en cuanto a su potencial antioxidante hojas de estevia obtenidas por cultivo in 

vitro; más específicamente, muestras obtenidas en presencia de cinetina se compararán 

con muestras cultivadas sin esta fitohormona, en cuanto a composición de tocoferoles, 

azúcares libres y compuestos fenólicos y propiedades antioxidantes.
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PRINCIPALES RESULTADOS 

 
Muestras de Stevia rebaudiana Bertoni cultivadas en el noreste de Portugal fueron sometidas 

a dos condiciones de conservación diferentes: secado en invernadero a 30 °C y congelación 

en fresco a -20 °C, y posteriormente almacenadas durante seis días. Por otra parte, para 

definir las mejores condiciones de cultivo y maximizar los niveles de compuestos bioactivos, 

se evaluó también el efecto de diferentes concentraciones de nitrógeno (N) sobre la 

composición química y las propiedades antioxidantes de las hojas frescas y secas congeladas 

de estevia. En todos los casos, las muestras fueron caracterizadas en cuanto a cuantificación 

e identificación de azúcares libres, tocoferoles y compuestos fenólicos, y determinación del 

potencial antioxidante mediante ensayos de captación del radical DPPH y poder reductor 

(RP) de sus extractos metanol:agua. 

Los azúcares más abundantes en las muestras estudiadas fueron xilosa, arabinosa + fructosa 

y sacarosa, mientras que los principales compuestos fenólicos fueron los derivados del ácido 

cafeico, ácido 5-O-cafeoilquínico (ácido clorogénico) y ácido 3,5-O-dicafeoilquínico. 

Las muestras secadas en invernadero dieron lugar a valores más elevados de actividad 

antioxidante y de compuestos fenólicos totales que las mantenidas a -20 ºC. Sin embargo, 

las muestras frescas congeladas presentaron contenidos más altos de tocoferoles y de 

azúcares totales. Se pudo comprobar que el proceso de conservación afectaba más 

significativamente los valores de tocoferoles y de contenido de azúcares que la fertilización 

con N. En general, la fertilización con N conducía a una mejora en la composición química 

y el potencial bioactivo de las hojas de estevia. Los mayores niveles de compuestos fenólicos 

se encontraron en las muestras secas y en aquellas fertilizadas con 25 kg de N/ha. Las hojas 

de plantas fertilizadas con 25 y 50 kg N/ha también fueron las que evidenciaron mayor 

actividad antioxidante, que parecía estar especialmente determinada por la composición 

fenólica. 

Los reguladores del crecimiento de las plantas, que controlan los procesos fisiológicos en 

células especializadas, se utilizan en el desarrollo de cultivos de plantas in vitro. Por ello, se 

estudió también la composición en azúcares libres, tocoferoles y compuestos fenólicos y el 

potencial antioxidante en hojas de estevia obtenidas por cultivo in vitro con y sin cinetina 

(fitorregulador). Las muestras cultivadas sin cinetina evidenciaron una mayor concentración 

de tocoferoles totales y de compuestos fenólicos que las obtenidas en presencia de cinetina. 

Por lo contrario, se observó una tendencia opuesta para los azúcares libres totales. Los 
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extractos de metanol:agua obtenidos de muestras cultivadas sin cinetina también 

evidenciaron mayor actividad captadora de radicales y poder reductor que los de las muestras 

cultivadas en presencia de cinetina, lo que parece confirmar la relación de este fitorregulador 

con la producción de compuestos fenólicos. En general, el cultivo in vitro es una forma eficaz 

de obtener biomasa vegetal que pueda ser utilizada como fuente de compuestos antioxidantes 

de manera continua y sin estar sometida a condiciones edafoclimáticas. Sin embargo, a las 

dosis ensayadas el empleo de cinetina, aunque mejoró la tasa de multiplicación, no condujo 

a una mayor acumulación de moléculas bioactivas, por lo que se deberían ensayar otros 

niveles de aplicación de este regulador, así como otras hormonas para establecer su 

influencia sobre la producción de este tipo de compuestos. 

El estudio realizado proporciona evidencias para elegir la metodología más apropiada para 

favorecer la acumulación y preservar los niveles de metabolitos primarios y secundarios de 

Stevia rebaudiana relacionados con su actividad antioxidante. Los resultados obtenidos con 

relación a las prácticas de cultivo y su influencia sobre la calidad y la composición 

fitoquímica de hojas de estevia aportan información relevante de cara a su producción y 

posible empleo con fines de promoción de la salud, como nutracéuticos o ingredientes de 

alimentos funcionales. 
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CONCLUSIONES 

En el presente trabajo, se ha demostrado que muestras procesadas por desecación presentan 

mayor actividad antioxidante y contenido de compuestos fenólicos que muestras congeladas 

en fresco, mientras que estas últimas poseen mayores niveles de tocoferoles y de azúcares 

libres. De este modo, se ha comprobado que tan importante como establecer condiciones de 

cultivo de S. rebaudiana adecuadas para estandarizar la composición química, lo es el 

proceso de conservación elegido para el almacenamiento de esta planta. 

Otra conclusión relevante es que el proceso de conservación ejerce mayor impacto sobre la 

composición química que la fertilización con N durante el cultivo de la planta. Las muestras 

de estevia con mayor abundancia de compuestos fenólicos y de azúcares libres (es decir, las 

desecadas y aquellas no fertilizadas o cultivadas con bajo nivel de fertilización) son también 

las que poseen la mayor capacidad reductora. Por su parte, las muestras de estevia con 

mayores contenidos de tocoferoles poseen mayor actividad captadora de radicales libres. 

Parece, por tanto, que la actividad antioxidante de las hojas de estevia está estrechamente 

relacionada con su composición fitoquímica y los mecanismos de acción antioxidante 

considerados. En todo caso, existe, en general, una buena correlación entre la actividad 

antioxidante y el contenido de algunos compuestos fenólicos presentes en las muestras, 

especialmente quercetina-3-O-rutinósido y ácido 5-O-cafeoliquínico (compuesto fenólico 

mayoritario en las hojas de estevia). 

El cultivo in vitro de plantas de estevia con y sin cinetina no produce un aumento 

significativo ni en el potencial antioxidante ni en los contenidos de compuestos fenólicos 

(excepto en el caso de algunos ácidos clorogénicos secundarios) y de azúcares libres, aunque 

da lugar a una mayor tasa de multiplicación, lo que es interesante con vistas a la producción 

industrial. Son necesarios más estudios para establecer si el empleo de otras concentraciones 

de cinetina podría mejorar la acumulación de sustancias antioxidantes en la hoja, así como 

ensayar otros fitorreguladores y condiciones de cultivo y de estrés. Esta evaluación sería de 

gran importancia, ya que las técnicas de micropropagación constituyen una herramienta 

eficaz para obtener biomasa vegetal para explotación industrial. El cultivo in vitro permite 

la producción continua sin depender de condiciones edafoclimáticas, lo que lo hace de gran 

valor para estudios sin las limitaciones impuestas por el clima o el terreno. 
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