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APRESENTAÇÃO

A coleção “Alimentação saudável e sustentável” é um conjunto que possui principal 

objetivo de incorporar pesquisas resultantes de artigos em diversos campos que fazem 

parte da Nutrição. Esse volume aborda de forma interdisciplinar com trabalhos, artigos, 

relatos de experiência e/ou revisões. 

A principal característica desse volume, foi partilhar de forma clara os trabalhos que 

foram desenvolvidos em diversas instituições e núcleos de ensino e pesquisa de graduação 

e pós-graduação do país. Nestes trabalhos selecionados a partir de revisão criteriosa, a 

principal característica foi o aspecto relacionado com as áreas que compõem a nutrição e 

a saúde em geral. 

Foram escolhidos os temas considerados relevantes sobre a área de nutrição e da 

saúde são partilhados aqui com o intuito de contribuir com o conhecimento de discentes 

e para a promoção e a troca de experiências de docentes entre as diversas instituições e 

aumentar o aprendizado de todos aqueles que se interessam pela saúde e pela pesquisa 

na área de nutrição. Posto que, esse volume traz pesquisas atuais, com muitas temáticas 

que irão dar suporte para a prática de profissionais da área da saúde em geral.

Portanto, aqui se traz o resultado de inúmeros artigos que são fundamentados em 

teoria e prática, que foram produzidos e compartilhados por docentes e discentes. Sabe-

se a importância de uma divulgação adequada da literatura científica, por isso a melhor 

escolha foi a Atena Editora, visto que possui uma plataforma didática e relevante para todos 

os pesquisadores que queiram compartilhar os resultados de seus estudos. 

Boa leitura!

Anne Karynne da Silva Barbosa
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CAPÍTULO 10
SISTEMA PARA LA IDENTIFICACIÓN DE 

GLÚCOSIDOS DE ESTEVIOL EN UN CULTIVO DE 
RAÍCES DE STEVIA REBAUDIANA

RESUMEN: Los glucósidos de esteviol (GEs) 
son edulcorantes naturales no calóricos con 
demanda comercial creciente. A nivel mundial 
se ha confirmado que su uso general es seguro. 
La principal fuente de obtención de GEs son 
las hojas de Stevia rebaudiana. Las raíces 
de las plantas son capaces de producir GEs, 
pero en el cultivo de raíces adventicias in vitro 
en suspensión (CRAIS) se discute sobre su 

capacidad biosintética. Una estrategia adecuada 
de manejo y preparación de la muestra es 
fundamental para resolver controversias en 
cuanto a la producción de compuestos de interés.   
El objetivo del presente trabajo fue establecer 
una metodología de extracción, limpieza y 
análisis por infusión directa al módulo de masas 
en tándem con trampa de iones y ionización 
por electroespray (DFI-ESI-IT-MSn) que permitió 
confirmar la capacidad biosintetica de GEs en una 
lína de CRAIS de S. rebaudiana.Se estableció 
un sistema de extracción hidrometanólica, 
seguido de una limpieza del extracto crudo por 
extracción sólido líquido (SPE) con acetonitrilo-
agua y el análisis de los extractos limpios por 
espectrometría de masas permitió identificar los 
siguientes GEs:  esteviósido, rebaudiósido A y 
esteviol/isoesteviol. Estos resultados confirmaron
la capacidad de biosintesis de GEs en CRAIS de 
Stevia rebaudiana. 
PALABRAS CLAVE: Glucósidos de esteviol, 
SPE, DFI-ESI-IT-MSn, cultivo de raíces 
adventicias in vitro en suspensión.

SYSTEM FOR THE IDENTIFICATION OF 
STEVIOL GLYCOSIDES IN A CULTURE 

OF STEVIA REBAUDIANA ROOTS
ABSTRACT: Steviol glucosides (GEs) are 
natural, non-caloric sweeteners with increasing 
commercial demand. Worldwide, it has been 
confirmed that its general use is safe. The main 
source for obtaining GEs is the hojas of Stevia 
rebaudiana. Plant roots are capable of producing 
GEs, but in the in vitro suspension cultivation 
of adventitious roots (CRAIS) their biosynthetic 
capacity is discussed. An adequate strategy for 
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managing and preparing the sample is essential to resolve controversies in the production of 
interest components. The objective of the present work was to establish a methodology for 
extraction, cleaning and analysis by direct infusion into the mass module in tandem with ion 
strain and ionization by electrospray (DFI-ESI-IT-MSn) that allowed confirming the biosynthetic 
capacity of GEs in A line of CRAIS from S. rebaudiana. A hydromethanolic extraction system 
was established, followed by cleaning of the raw extract by solid-liquid extraction (SPE) with 
acetonitrile-water and the analysis of the clean extracts by mass spectrometry allowed the 
identification of the following GEs: stevioside, rebaudioside A and steviol/isosteviol. These 
results confirmed the capacity of GEs biosynthesis in Stevia rebaudiana CRAIS
KEYWORDS: Steviol glucosides, SPE, DFI-ESI-IT-MSn, in vitro suspension cultivation of 
adventitious roots.

INTRODUCCIÓN
Los glucósidos de esteviol (GEs) son edulcorantes naturales no calóricos. A nivel 

mundial se ha confirmado que su uso general es seguro (JECFA, 2016) y se pronostica 

que en 2022 el mercado de GEs será de alrededor de USD 506 millones (ASKCI, 2017). 

Adicionalmente, se han reportado diferentes actividades biológicas de los GEs como 

glucoreguladora, hipotensora, anti-inflamatoria y anticancerígena (Momtazi-Borojeni et al. 

2017). La principal fuente de obtención de GEs son las hojas de Stevia rebaudiana. Debido 

a la importancia de la producción de GEs a partir de S. rebaudiana, diferentes estudios 

han reportado el uso de cultivos in vitro en raíces como lo son: raíces transformadas es 

suspensión (Pandey et al. 2016) y raíces adventicias en suspensión (Reis et al. 2011; 

Lopes et al. 2016; Reis et al. 2017; Ghazal et al. 2018; Ahmad et al. 2018). Sin embargo, 

para el cultivo de raíces adventicias in vitro en suspensión (CRAIS) se discute sobre su 

capacidad biosintética. 

El interés en la producción de GEs en CRAIS es debido a que facilitaría el control de 

calidad (al mantener un perfil de producción estable), ayudaría a la inocuidad del producto 

(al evitar las contaminaciones propias del cultivo agrícola o convencional) y podría ser 

escalado a cultivo en biorreactor. Por tanto, es importante evaluar una estrategia de 

extracción y análisis que aporte información sobre la producción GEs en CRAIS de raíces 

de S. redaudiana.

OBJETIVO GENERAL
El objetivo de este trabajo fue establecer una metodología de extracción, limpieza 

y análisis por cromatografía de capa fina e infusión directa al módulo de masas en tándem 

con trampa de iones y ionización por electroespray (DFI-ESI-IT-MSn) que permita confirma  

la capacidad biosinteca de GEs en un CRAIS de S. rebaudiana.
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MATERIALES Y MÉTODOS

Establecimiento del cultivo de raíces adventicias in vitro en suspensión
Para el establecimiento de las raíces en medio líquido se colocaron 1.2 g (peso fresco) 

de explantes de las raíces provenientes de plántulas in vitro de S. rebaudiana (Sanchéz-

Cordova et al. 2019) en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de medio Murashige 

& Skoog (MS) a la mitad de concentración (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con 

2% (p/v) de sacarosa y 0.5 mg/L de ácido indolbutirico (IBA), se ajustó el pH a 6.3 previo a 

la esterilización. Las raíces se mantuvieron en fotoperiodo 16/8 (luz/oscuridad) a 25 ± 2º C 

a 110 rpm de agitación orbital.

Extracción y limpieza de glucósidos de esteviol
La extracción de GEs a partir de CRAIS de S. rebaudiana se realizó de acuerdo a 

la metodología reportada por Bondarev et al. (2001). La biomasa se liofilizó, se pulverizó y 

los GEs se extrajeron dos veces de forma sucesiva con metanol-agua (80:20 v/v), en una 

relación de 10 mL por cada gramo de biomasa (10:1) y se sonicó por 30 min. Posteriormente, 

se centrifugó por 15 min a 3500 rpm. Se recuperó el sobrenadante y se llevó a sequedad. 

Para la limpieza del extracto de GEs se utilizaron cartuchos Chromabond® C18 ec (500 mg), 

siguiendo la metodología de Wöelwer-Rieck et al. (2010) con algunas modificaciones. Los 

cartuchos se limpiaron con 3 mL de metanol, se acondicionaron con 6 mL de agua y la 

muestra disuelta en acetonitrilo:agua (10:90) se incorporó al cartucho, se eluyó con 3 mL 

de agua, 3 ml de acetonitrilo:agua (10:90), se llevó a sequedad por flujo de aire durante 15 

min. Los GEs se recuperaron eluyendo con 3 mL de acetonitrilo:agua 80:20. Esta fracción 

se llevó a sequedad hasta llegar a peso constante.

Cromatografía de capa fina
Los extractos de raíces de Stevia rebaudiana fueron suspendidos en metanol:agua 

(80:20 v/v), se aplicaron en placa de silica gel 60 F254. Se utilizaron como estándares el 

rebaudiósido A (1432- Sigma Aldrich) y esteviosido (50956-Sigma Aldrich). Con una fase 

móvil de acetato de etilo-etanol-acetona-agua (15:3:6:6) (Londhe y Nanaware, 2013). Las 

placas se asperjaron con ácido fosfomolíbdico diluido, seguido de un calentamiento de 2 a 

4 min. La identificación de los GEs en las muestras se llevó acabo por comparación de los 

factores de retención con los estándares.

Análisis de GEs por DFI-ESI-IT-MSn
Los datos espectrales de masas fueron obtenidos por la técnica de infusión directa 

de los extractos limpios a 10, 20 y 30 ppm en un espectrómetro de masas con trampa de 
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iones LCQ Fleet (Thermo, San Jose, CA, USA) y una interface por electrospray (Thermo, 

San Jose, CA, USA) (DFI-ESI-IT-MSn) en modo negativo. A una temperatura de capilar de 

280 °C, voltaje de spray de 5.00 kV, votaje del capilar de -35 V, lentes de enfoque a -100 

V, a un flujo de 10 µL/min y una energía de colisión de entre 20 y 30 %. Las muestras 

se analizaron adicionalmente mediante experimentos MS/MS con energía de colisión de 

entre 20-30% y un tiempo de activación de 30 ms hasta que ceso la fragmentación. A 

continuación, los iones producto se sometieron a una mayor fragmentación en las mismas 

condiciones, hasta que no se observaron más fragmentos. Las sustancias se identificaro  

tentativamente utilizando las pérdidas características y la comparación con el patrón de 

fragmentación descrito en la literatura y la biblioteca de espectros de masas de MoNA 

(MassBank of North América, EE. UU.) y la de European MassBank (NORMAN MassBank) 

y finalmente, fueron identificados utilizando sus espectros de masas en comparación con 

estándares de interés.

RESULTADOS 
En este trabajo se establecieron condiciones de crecimiento para el cultivo de raíces 

adventicias in vitro en suspensión (CRAIS) de S. rebaudiana Figura 1A. Se observó que las 

raíces tomaron una coloración verde debido a las condiciones de crecimiento en fotoperiodo 

16/8 h luz/oscuridad, además se observó que la producción de biomasa máxima alcanzada 

durante los 25 días de la cinética de crecimiento fue de 10 gp.s./L. 

Figura 1. Cultivo in vitro y análisis por cromatografía de capa fina (TLC) donde; A) cultivo de raíces 
adventicias in vitro en suspensión (CRAIS) de Stevia rebaudiana a los 25 días de cultivo y B) 

identificación por TLC de glucósidos de esteviol (GEs) en el extracto crudo de CRAIS de Stevia 
rebaudiana.

En un primer análisis del extracto crudo de CRAIS de Stevia rebaudiana por 

espectrometría de masas no fue posible verificar la producción de GEs, debido a la baja 
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intensidad observada de los iones de interés. Como una estrategia complementaria que 

permitiera evaluar mayor cantidad de extracto crudo. Se procedió a realizar un análisis 

por cromatografía de capa fina (TLC) donde se comparó el factor de retención de los 

estándares esteviosido y rebaudiosido A con señales del extracto crudo. La estrategia, 

fue ir incrementado la masa del extracto crudo colocada en los carriles de las placas y fue 

posible ver señales que correspondían a los estándares de GEs al cargar la placa de TLC 

con 48 µg de extracto crudo (Figura 1B).

[M-H]-
Fragmentos mayores

Sustancia
MS2 MS3 MS4

803 641; 624; 
461; 317

479; 413; 
521; 593 317 esteviosidoa

965 803 ND ND rebaudiosidoa

317 249; 273; 
299; 231

180; 113; 
205 ND esteviol/isoesteviolb

Tabla 1. Análisis de iones precursores y sus fragmentos correspondientes obtenidos por DFI-ESI-
IT-MSn de extractos de cultivo de raíces adventicias in vitro en suspensión de Stevia rebaudiana 

(modificado de Alvarado-Orea et al., 2020).
a Compuestos identificados conclusivamente por comparación con está dares.

b Compuestos identificados tentativamente con referencias: Gardana et al. 2010; Shafii et al. 2012 y 
bibliotecas.

ND no determinado.

Estos resultados evidenciaron la producción de GEs en CRAIS de Stevia rebaudiana, 

mostrando también que estos estaban presentes en baja cantidad. Para confirmar estos 

resultados por espectrometría de masas fue necesario implementar una estrategia para 

disminuir interferencias propias del extracto crudo, para lo cual, se realizó la limpieza del 

extracto crudo por medio de extracción en fase solida (SPE) y finalmente, para alcanzar 

la intensidad de los fragmentos [M-H]- necesaria para la identificación en el análisis por 

DFI-ESI-IT-MSn, fue necesario incrementar la concentración de la muestra de 10 ppm 

(concentración habitual en este experimento) a 30 ppm. Con este sistema, que consistió de 

la estrategia combinada de espectrometría de masas y limpieza del extracto crudo por SPE 

se logró identificar los GEs; esteviósido, el rebaudiósido A y esteviol/isosteviol (Tabla 1) a 

partir de un extracto hidroalcoholico de CRAIS de Stevia rebaudiana. 

Estos resultados, aportan un sistema de análisis para CRAIS de Stevia rebaudiana 

con potencial aplicación en otros sistemas de cultivo con problemas similares en la 

identificación de GEs. Aunado a las ventajas del cultivo de raíces, como la posibilidad 

de llevar a escalamiento, también cabe mencionar que el cultivo de raíces es capaz de 

incrementar la producción de compuestos de interés en respuesta a diferentes condiciones 

de estrés, como se observó por Alvarado-Orea et al. (2020) con la adición de H2O2. 
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En un panorama general se ha observado un interés creciente en los cultivos in 

vitro de Stevia rebaudiana, de acuerdo a Pastrana-Reyes et al. (2021) quienes revisaron el 

avance en el número de publicaciones al respecto hasta principios del 2021 encontró que 

de un total de 68 reportes de cultivos de plántulas, brotes, raíces, raíces pilosas y callos de 

S. rebaudiana, de forma general se encontró que el 48.5% de los casos reportó un aumento 

en la producción de Ges.

CONCLUSIONES 
El sistema implementado en este trabajo, que consistió en la extracción, limpieza 

y análisis por cromatografía de capa fina y espectrometría de masas permitió validar la 

capacidad de biosíntesis de GEs en el cultivo de raíces en suspensión de S. rebaudiana. Se 

recomienda evaluar diferentes condiciones de cultivo, adición de agentes que induzcan una 

mayor producción de GEs y su establecimiento en biorreactor; lo que permitirá establecer 

un sistema con una producción estable e inocuo para la obtención de GEs. Por otra parte, 

realizar la validación del método establecido y continuar con la etapa de cuantificació  

también se recomienda.
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