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Introduccion

Stevia rebaudiana Bert., es una planta nativa del Paraguay conocida como Yerba Dulce
utilizada en la industria alimenticia como una alternativa natural para sustituir
edulcorantes sintéticos. En su forma natural las hojas son aproximadamente 15 - 30
veces mas dulce que el azUcar de mesa (sacarosa), y en forma pura los Steviolglicosidos
pueden llegar a ser entre 100 a 400 veces mas dulce que la sacarosa. Por tratarse de una
planta que se reproduce sexualmente por fecundacion cruzada (alégama), no debe
extrafiar la diversidad fenotipica (apariencia) que se observa en las poblaciones nativas
en Paraguay; esto provoca una gran diferencia de contenido de edulcorantes entre las

distintas plantas y/o clones (Jarma et al, 2005).

La Yerba Dulce es utilizada por personas que buscan endulzantes no caléricos naturales

con caracteristicas similares a los caléricos.

Las hojas tienen el mayor contenido de Estevidsido y Rebaudiosido A (siendo este el
componente méas dulce), que son sus principales principios activos. Estos contenidos
dependen en gran medida, del genotipo y las condiciones ambientales, del manejo de

practicas agrondémicas, como la nutricion mineral y el riego.

En la planta los Steviolglicosidos tienden a acumularse en las hojas, con mayor

concentracion en las mas viejas (mas bajas) que en las hojas méas jévenes (superiores),



debido a que los cloroplastos son importantes en la sintesis de los precursores de los
mismos. Las concentraciones en las hojas disminuyen con la floracion (Brandle et al,
1998).

Ramesh et al. (2006) afirmaron que el crecimiento vegetativo, el area foliar, el peso
seco de hojas y el rendimiento de Steviolglicésidos varian de acuerdo a la duracion del
dia y que estos parametros fueron mayores en dias largos al compararlos con dias
cortos, principalmente la concentracion de Esteviosidos, que aumentd en un 50%.
Algunos de los pocos trabajos de investigacion realizados en el tema han reportado que
el crecimiento vegetativo de Stevia se reduce cuando las temperaturas estan por debajo
de 20°C y cuando la longitud del dia es menor a 12 horas (Lemus-Mondaca et al. 2012;
Yermakov & Kochetov, 1996). Los mismos autores informaron que al aumentar la
longitud del dia a 16 horas y la intensidad de la radiacion, se incrementan el crecimiento
vegetativo y los niveles de Steviolglicésidos. En el mejoramiento de S. rebaudiana, el
analisis del contenido de los Steviolglicosidos presentes en las hojas es fundamental
para encontrar plantas con mayor potencial edulcorante, mas calidad industrial de los
materiales vegetales, en especial mayor contenido de Rebaudidésido A respecto de los
otros.

Segun Castro y Novoa, 2008, la correlacion obtenida para el contenido en peso de
Steviolglicosidos en agua frente a su valor de indice de refraccion y °Brix resulta una
aproximacion satisfactoria para estimar la concentracion de Steviolglicésidos en un
extracto bajo la consideracion de que en éste hay una concentracién cercana a 50% de

sustancias diferentes de Steviolglicésidos.

El objetivo de este trabajo fue observar la variacion estacional de Steviolglicosidos en
cuatro genotipos y su correlacion con un método sencillo de medicion por °Brix, de los

mismos.



Materiales y Métodos

El ensayo se realiz6 con cuatro genotipos: Clon A (Figura 1) y Clon B (Figura 2)
(procedentes de Misiones), Clon D (Figura 3) (Buenos Aires) y Eireté (Figura 4)
(Paraguay) implantados en 2009 en la EEA Bella Vista, con cobertura plastica bicolor
(150 ), fertirriego a base de Urea, Nitrato de Potasio y Acido Fosférico (calculado en
base a una extraccion de 1.62 g de N, 0.19 g de P y 1.4 g de K, por planta/afio), con una
densidad (75 cm x 20 cm) 66667 pl.Ha™. Para cada clon se registré °Brix cada 15 dias,
durante 2012-2013, 2013-2014 y 2014-2015 y se realiz6 andlisis del contenido de
Estevidsido, Rebaudiésido A y Rebaudidsido C, en tres momentos en el afio, fines
primavera, invierno y verano, por medio de HPLC (% peso en Base Seca), durante la
campaia 2014-2015.

Figura 1. Clon A Figura 2. Clon B
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Determinacion de Solidos Solubles Totales

La medicion de °Brix, fue realizada en base a la metodologia de Stevia Farma Industrial,
Castro y Novoa, 2008. Las correlaciones completas para Steviolglicésidos comercial se

muestran en la figura 5.

De cada unidad experimental se colectaron cinco hojas, tomadas de los nudos 4 a 6
desde el apice de las ramas y con ausencia de floracién, las mismas se colocaron en
frascos etiquetados y se llevaron al laboratorio donde se las tritur6 con mortero (Figura
6) y se agregd quince gotas de agua destilada, para obtener una solucion (25 % p/p).
Con la ayuda de un gotero se tom6 una muestra de 1 a 2 gotas de esta solucién
colocando la misma en el lente del refractometro (método refractométrico, Atago
Digital Refractometer PR-1, Figura 7) obteniéndose los valores de °Brix de cada
variedad. Con los datos registrados se obtuvo la variacion anual, visualizada mediante
una linea de tendencia polinémica de orden 6, obteniéndose el R? correspondiente.
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Figura 5. Correlacién entre contenido en peso de Steviolglicosidos (Stevia
Farma Industrial) y el valor de indice de refraccion y °Brix de la mezcla.
En Castro y Novoa 2008.

Figura 6. Detalle de Figura 7. Detalle del refractometro Atago Digital
mortero, para triturar Refractometer PR-1, para realizar mediciones de ° Brix.
las hojas de Stevia.



Resultados y Discusion

Los °Brix promedio fueron: Clon A, primavera 5,5, invierno 3 y verano-otofio 4,5; Clon
B,55-3-5;ClonD,5-3-45Yy Eireté, 6 — 4 - 5,5 (Figura 8). Los contenidos totales
fueron: Clon A 12,86 — 8,98 — 12,81; Clon B 13,96 — 9,79 — 12,97; Clon D 12,02 — 8,89
— 11,5y Eireté 14,98 — 10,77 — 13,96. (Figura 9 y Tabla 1). Tanto los °Brix como los
contenidos de Steviolglicosidos, coinciden en la estacionalidad siendo mayores en
primavera-verano, con diferencias entre genotipos y menores en invierno, resultados
que coinciden con los de Jarma et al. (2005), al indicar que con mayor radiacion es mas
elevado el contenido de componentes. Las relaciones Rebaudiésido A/ Estevidsido
fueron: Clon A 0,95 Clon B 0,71, Clon D 0,44 y Eireté 0,88 (Tabla 2).

La variedad Eireté presento valores de °Brix mas estables durante el afio,
un mayor contenido de Steviolglicdsidos totales y una relacion
Rebaudiosido A/Estevidsido cercana a 1, considerada muy promisoria.
Los °Brix pueden ser utilizados como una primera aproximacion a la
evaluacion de variedades y parametro de cosecha. Ademas este parametro
puede utilizarse en la evaluacion de tratamientos que afecten el contenido
de Steviolglicosidos.
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Figura 8. Variacion anual de °Brix en cuatro genotipos. Campanas 2012-2013, 2013-
2014 y 2014-2105
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Figura 9. Porcentaje de Steviolglicdsidos totales en tres momentos y cuatro genotipos.
Campafia 2014-2015

Tabla 1. Porcentaje de Steviolglicdsidos totales en tres momentos y cuatro genotipos.Se
realizé un analisis en cada momento en la campafia 2014-2015.

Esteviosido | Rebaudiésido A Rebaudidsido C
(% bh) (%bh) (%bh)
Invierno | Clon A 4,77 4,64 0,52
ClonB 4,42 4,38 0,77
Clon D 5,66 2,01 0,67
Eireté 5,34 5,2 0,61
Primavera | Clon A 6,46 5,75 0,66
Clon B 7,56 5,78 0,63
ClonD 9,08 2,41 0,53
Eireté 8,00 6,30 0,68
Verano | Clon A 6,13 6,03 0,66
Clon B 911 3,10 0,77
Clon D 6,39 4,50 0,62
Eireté 7,00 6,17 0,79

Tabla 2. Relacion Rebaudiosido A/ Esteviosido. Promedio Anual. Campafia 2014-2015.

Genotipos | Rebaudiosido A/Estevidsido
Clon A 0,95
Clon B 0,71
Clon D 0,44
Eireté 0,88
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Material elaborado en la EEA INTA Bella Vista.
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