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RESUMEN

Fue evaluado el efecto del tiempo de infusién y concentracion de Stevia (Stevia rebaudiana B.) (1-4
minutos y 1-3 g/300mL respectivamente) sobre el grado de aceptabilidad en una bebida caliente de
manzanilla (Matricaria chamomilla L). Como disefio experimental se utiliz6 la Metodologia de
Superficie de Respuesta con un Disefio Compuesto Central Rotacional (DCCR) a través de 11 ensayos.
Hojas de Stevia, fueron secadas en estufa a 40°C por 24 horas, posteriormente sometidas a molienda
manual, envasadas en diversas proporciones en las bolsitas filtrantes y sometidas en infusién por
diferentes tiempos en una bebida de manzanilla. La evaluacién del grado de aceptabilidad, se realizd
mediante un panel sensorial de 40 panelistas escogidas al azar. Se encontré que el grado de aceptabilidad,
presento un modelo matemaético de segundo orden, estadisticamente significativo (p<0.05). Los resultados
obtenidos mostraron que, para obtener una mayor aceptabilidad de Stevia en una bebida de manzanilla,
los rangos éptimos en cuanto al de tiempo de infusidn y concentracién son de 120-160 segundos a 1.8-2.2
9/300 mL respectivamente.

Palabras clave: Stevia, infusidn, manzanilla, bolsitas filtrantes, Disefio Compuesto Central Rotacional.

ABSTRACT

Stevia’s (Stevia rebaudiana B.) effect of infusion time and concentration (1-4 minutes and 1-3 g/300 mL
respectively) degree of acceptability in a hot drink of chamomile (Matricaria chamomilla L.) was
evaluated. The Response Surface Methodology with a Rotational Central Composite Design (DCCR)
through 11 trials was used as the experimental design. Stevia leaves were dried in an oven at 40 °C for 24
hours. Subsequently they were subjected to hand grinding, packaged in various proportions in small filter
bags and subjected again to infusion at different times in a chamomile drink. The evaluation of the degree
of acceptability was carried out through a sensory panel of 40 panelists chosen at random. It was found
that the degree of acceptability presented a statistically significant second-order mathematical model
(p<0.05). The results showed that to obtain a Stevia’s greater acceptability in a chamomile drink, the
optimal ranges in terms of time of infusion and concentration are 120 -160 seconds and 1.8 - 2.2 g/300
mL respectively.

Keywords: Stevia, infusion, chamomile, small filter bags, Rotational Central Composite Design.

1. Introduccién glucosa de otros alimentos. Esto ha motivado la

busqueda de sustitutos del azucar y dentro de
Debido al incremento de consumo de esto colateralmente, resolver los problemas de
biocombustibles, se ha comenzado a utilizar salud ocasionadas por el consumo de la misma
grandes volimenes de cafia de azlcar, asi como (Villagran et al., 2009).
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Dentro de las alternativas de edulcorantes
naturales se encuentra la Stevia, considerada méas
dulce que la sacarosa y carente de calorias
(Lopez y Pefia, 2004). Stevia es un género de
aproximadamente 240 especie de hierbas vy
arbustos en la familia del girasol (Asteraceae),
nativa de la parte tropical y subtropical de Sur
Ameérica y América Central. La especie Stevia
rebaudiana Bertoni, comuinmente conocido
como hoja dulce, o simplemente Stevia, es
cultivada intensamente por sus hojas dulces.
Como un sustituto de azlcar, el sabor de la
Stevia es bajo al principio y de duracién mas
larga que la azucar; algunos de sus extractos
pueden tener un sabor amargo a concentraciones
altas (Villagran et al., 2009). El sabor dulce de la
planta se debe a un glucésido Ilamado steviosido,
el cual es glicésido diterpénico, compuesto de
una aglycona de steviol y tres moléculas de
glucosa. Ademéas de steviosido, posee varios
compuestos dulces, como el steviobiosido,
rebaudiosido A, B, C, D, E, el dulcosido A; los
cuales han sido aislados de la hoja de Stevia.
Todos éstos glicosidos diterpénicos aislados,
tienen las misma estructura vertebradora
(steviol), pero se diferencian en las cadenas de
hidrato de carbono en las posiciones C13 y C19.
Los componentes principales de la hoja son, el
steviosido (5-10% del peso seco total), el
rebaudiosido A (2-4%), el rebaudiosido C (1-2
%) y el dulcosido (0.4-0.7 %) (Chatsudthipong y
Muanprasat, 2009).

De la Stevia se pueden obtener extractos hasta
300 veces mas dulce que el azUcar y, ha captado
la atencién como una alternativa para disminuir
su consumo. Las investigaciones médicas
también han mostrado las ventajas posibles en el
trato de la obesidad y la hipertension. Como la
Stevia tiene un efecto insignificante sobre la
glucosa en la sangre, resulta atractivo como
edulcorante natural para las personas que quieren
mantener dietas controladas de carbohidratos.
Sin embargo, controversias han limitado su
disponibilidad en muchos paises; como en los
Estados Unidos, la cual fue prohibida en los afios
1990, a menos que sea etiquetado como un
suplemento (Villagran et al., 2009).

Por otro lado la Stevia es una planta considerada
por algunos como medicinal, con efectos
benéficos sobre la diabetes tipo-2, por poseer
glicésidos edulcorantes no aportantes de calorias.
Los extractos de Stevia rebaudiana contienen un
alto contenido de steviol glucdsidos diterpenos.
El steviosido y el rebaudiosido A, son los
principales compuestos responsables de la
edulcorancia y normalmente, estdn acompafiados
por pequefias cantidades de otros steviol
glicésidos. Se ha reportado que en Japon el 41%
de endulzantes consumidos, provienen de Stevia
rebaudiana Bertoni (Landézuri y Tigrero, 2009).
Kobylewski y Eckhert (2008) en una revision de

la toxicologia del rebaudiosido A, reportan que
no produce efecto adverso hemodinamico
significativo, en personas con presién arterial
normalmente baja o normal, dosificada con 1000
mg/dia durante cuatro semanas. Asimismo
sostienen, que no afecta la homeostasis de la
glucosa o la presion arterial en pacientes con
diabetes mellitus tipo-2. El Unico hallazgo, fue
un aumento en los niveles alanina transaminasa
(ALT), la cual puede ser indicativo de dafio
hepético. Este hallazgo, consideran que no es
motivo de gran preocupacion, pues aseguran que
no existe significancia clinica, debido a que los
niveles medios se mantienen dentro de los

valores normales. Pero se sugieren, que
investigaciones  adicionales  podrian  ser
necesarias para determinar la causa del

incremento y, los efectos a largo plazo del
rebaudiosido A, en niveles elevados de ALT.
También reportan que estudios de investigacion
de metabolismo en humanos y en ratas, han
demostrado que el rebaudiosido A y el
steviosido, tienen vias metabolicas similares con
cada especie. Sin embargo el grupo funcional
rebaudiosido A extraglucosa, causa diferencias
en los pardmetros farmacocinéticos. Debido a
estas diferencias, los datos sobre la toxicidad
para steviosidos no pueden ser asumidos con
base adecuada, para evaluar la seguridad del
rebaudiosido A. En este sentido han planteado
estudios de toxicidad sobre el rebaudiosido A,
para establecer conclusiones definitivas acerca
de su seguridad.

Estudios de investigacion publicados en
Toxicologia de Suplementacién Quimica vy
Alimentaria, habian llegado a la conclusién a
partir de estudios de metabolismo, que la rata era
un modelo ideal para estudios de toxicidad
humana de steviol glucésidos. Ambas especies
hidrolizan los glucésidos a steviol por la
microflora intestinal, pero después de la
absorcién la ruta metabdlica varia. Por lo que si
el metabolismo de steviol glucésidos en ratas y
seres humanos no es idéntico, la rata no podria
ser un modelo ideal para evaluar la toxicidad en
humanos (Kobylewski y Eckhert, 2008).

Hutapea et al. (1997) han reportado steviol-16,
17-ep6xido; un metabolito steviosido. Dada las
estructuras de steviosido y rebaudiosido A;
manifiestan que la presencia de un epdxido es un
metabolito probable y en este sentido, existe la
posibilidad de la formacién de un metabolito
epoxido a partir de un steviol glucésido. Por esta
razén han planteado la necesidad de que estos
aspectos sean investigados con cuidado, debido a
que los epdxidos pueden reaccionar con el ADN
y causar mutaciones.

Estudios de genotoxicidad publicados en
suplementos de Toxicologia Quimica vy
Alimentaria, asi como otros estudios, han

planteado ciertos problemas. Por ejemplo Suttajit
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et al., (1993), reportaron resultados positivos en
mutaciones reversas, en cepas de Salmonella
typhimurium TA98 con v sin extracto S9, en una
dosis de 50 mg/placa de steviosido.
Controversialmente ciertos estudios en los
mismos grupos de publicacidn, citan resultados
negativos de mutagenicidad (Klongpanichpak et
al., 1997) utilizando extracto de S9. Se incide en
que los resultados mutagénicos de Suttajit,
fueron mas altos sin S9 y, en este sentido se
planteaba que debido a la capacidad del
steviosido y rebaudiosido A, de causar
mutaciones reversas como las producidas en la
TA98, seria  necesario investigaciones
adicionales, ya que tales mutaciones podrian
sugerir la posibilidad de carcinogénesis.
Contrariamente a los hallazgos de Suttajit,
Brusick (2008) y Williams y Burdock (2009),
han sostenido que estos fueron inconsistentes con
otros estudios y que se realizaron con una
concentracion 10 wveces mayor, que la
concentracion maxima recomendada por la
USFDA (United States Food and Drug
Administration). Incluso sostiene que a una
pureza del 99%, un resultado positivo podria
facilmente producirse, debido a la presencia de
un contaminante mutagénico no identificado, o
contaminantes presentes hasta 500 pg/placa.
Nunes et al. (2007) reportaron que el steviosido
también causé rotura de ADN en sangre, bazo,
higado y células cerebrales en ratas. Por lo que
recomendaban la necesidad de una investigacion
cuidadosa. Este estudio ha recibido una serie de
cuestionamientos y ha sido el foco de varias
evaluaciones criticas en publicaciones, por los
aspectos técnicos y la interpretacién de los datos
del estudio (Geuns, 2007; Brusick, 2008; Urban
et al., 2013). Por ejemplo, no se observé el dafio
del ADN hasta la semana 5 del estudio, a pesar
de haberse realizado un ensayo cometa, el cual
fue disefiado para detectar dafios genéticos de
corta duracion, que se resuelven rapidamente por
procesos de reparacion normal (Brusick, 2008).
Asimismo en el estudio no se incluyo un control
positivo, ni se realiz6 una evaluacion de
citotoxicidad (Geuns, 2007; Urban et al., 2013).
Por otro lado los resultados presentados por
Nunes et al. (2007) contradicen los ensayos
cometa realizados utilizando protocolo estandar
y dosis mas altas, que reportaron que extractos
de stevia contenian principalmente steviosidos;
no pudiendo demostrar efecto genotdxico cuando
fueron evaluados diferentes tejidos (Sasaki et al.,
2002; Sekihashi et al., 2002).

También se ha reportado que steviol resulto
positivo en una prueba mutagénica umu,
causando aberraciones  cromosomicas Yy
mutaciones genéticas en células de mamiferos
(Matsui et al., 1996), asi como mutagénesis de
pldsmidos (Matsui et al., 1989). Asimismo
Pezzuto et al. (1985), encontraron que steviol

origind toxicidad y mutagenicidad en ensayos
con S. typhimurium cepa TM677, utilizando
extracto de S9. Los estudios de Matsui se
realizaron con S9. Estos resultados indicaron a
los investigadores, que steviol tiene un mutageno
que tendria que ser identificado. En este sentido
consideraban estos hallazgos muy importantes,
porque el rebaudiosido A es hidrolizado en
steviol antes de que se absorba por el tracto
gastrointestinal. Mencionaban que anteriormente
el rebaudiosido A, se consideraba "Generalmente
Reconocido como Seguro" (GRAS — Generally
Recognized as Safe), pero los intermediarios
mutagénicos del  steviol, necesitan  ser
identificado y adicionalmente estudiados. En
general, debido a las advertencias planteadas por

estos estudios, planteaban como critico la
realizacion de pruebas adicionales de
genotoxicidad para aclarar los  riesgos
potenciales.

Williams y Burdock (2009) realizaron una
bateria completa de pruebas de genotoxicidad del
rebaudiosido A (pureza 95.6%), siguiendo las
normas recientemente aprobadas por la USFDA-
2012. Los estudios de steviol glucosidos fueron
realizados siguiendo los protocolos de las
Directivas para Pruebas de Productos Quimicos-
2009 (OCDE - Guidelines for the Testing of
Chemicals-2009). Los ensayos in vitro
incluyeron el test de Ames (cepas de S.
typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537 y
cepa de Escherichia coli WP2 uvrA, con y sin
activacion metabolica S9; OCDE#471), pruebas
de aberraciones cromosoémicas de mamiferos
(células V79 de hamster chino, con y sin
activacion metabdlica S9; OCDE#473) y el
ensayo de linfoma de raton (L5178Y = células,
con y sin activacion metabolica S9; OCDE#476).
Para cada uno de estos tres ensayos, la
concentracion del rebaudiosido A, llegd hasta 5
mg/placa, no produciendo efectos mutagénicos
positivos

Los resultados de Williams y Burdock con
micronucleos y ensayos de Sintesis de ADN no
Programada-UDS (Unschedeled DNA Synthesis),
proporcionan robustez a los ensayos de steviol
glucésidos y steviol in vivo, asi como soporte a
los estudios que demuestran que el rebaudiosido
A, no es mutagénico in vitro (Pezzuto et al.,
1985; Urban et al., 2013). Es relevante que
Williams y Burdock (2009) hayan encontrado
que el rebaudiosido A, no permitié la realizacion
de la prueba hepatocito UDS in vivo, un ensayo
recomendado por Matsui et al. (1996) y
Brahmachari et al. (2011).

Haciendo eco de la sugerencia de 15 afios atras
realizada por Matsui et al. (1996), que nuevos
estudios deberian llevarse a cabo para investigar
el potencial genotoxico de steviol en vivo.
Investigaciones de Brahmachari et al. (2011) y
Tandel (2011), llevaron a cuestionar la seguridad
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de los steviol glucésidos. Sin embargo Urban et
al. 2013, sostienen que la informacién citada en
ambos documentos proviene de estudios
antiguos, que eran bien conocidos por el Comité
de Expertos de la FAO/WHO en Aditivos
Alimentarios (JECFA), Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA - European Food
Safety Agency), Autoridad de Seguridad
Alimentaria de New- Australia (ANZFSA -
Australia-New Food Safety Authority), y paneles
de expertos que examinaron la seguridad de la
Stevia. Teniendo en cuenta que preocupaciones
de genotoxicidad relacionados con la ingesta de
steviol glucosidos, tienden a perpetuarse en la
literatura, realizaron: (1) revision de los estudios
de genotoxicidad que constituyen fuentes de
incertidumbre, (2) revision adicional de estudios
publicados desde 2008, que pueden dilucidar un
potencial de genotoxicidad en seres humanos, y
(3) evaluacion de la necesidad de realizar
estudios adicionales de genotoxicidad in vivo.
Terai et al. (2002) sostienen TM677 posee alta
especificidad, y en este sentido no es apropiada
para la evaluacion de la seguridad de salud
humana. Asimismo Brusick (2008) ha sostenido
que la dosis de steviol, produce citotoxicidad
excesiva (aproximadamente 100% en el gen de
ensayo de mutacién y >50% de muerte celular en
el ensayo de aberracién cromosomica). Estos
niveles de citotoxicidad practicamente eliminan
cualquier validez de los estudios, y argumentan
que la citotoxicidad fue el responsable de los
resultados positivos observados. Asimismo ha
manifestado que los resultados de pruebas de
Matsui y colaboradores, no han sido relacionados
directamente con algun efecto genético adverso
conocido, y por lo tanto no son utiles como
predictores de riesgo.

Basado en un nivel méaximo de ingesta estimada
de steviol glucdsido de 1.7 mg/kg de peso
corporal/dia (steviol equivalente), Kobylewski y
Eckhert (2008) sostienen que steviol glucésido
debe ser considerado un quimico de nivel IlI,
para que lo cual la USFDA recomienda estudios
de carcinogenicidad en dos especies de roedores
(generalmente de ratas y ratones). El valor de las
pruebas quimicas en las dos especies, lo
recomendaban por el hecho de que bioensayos de
productos quimicos, con una variedad de
estructuras que no mostraron carcinogenicidad
en ratas, mostraron carcinogenicidad en ratones.
Por esta razén recomendaban la realizacion de un
estudio de carcinogenicidad de larga duracion,
con el rebaudiosido A con ratones, antes que esta
sustancia (u otros steviol glucdsidos) sean
aceptados como un ingrediente GRAS, por la
probabilidad de ser consumido por millones de
personas. En este sentido manifestaban que la
USFDA deberia garantizar, que los estudios de
toxicidad genética que producen resultados
positivos 0 contradictorios sean repetidos.

Estudios que muestran aduccion de ADN
relacionados al potencial reactivo de metabolitos
(iones carbonio de C-13 6 epoxido) de steviol,
manifiestan que podrian ser una fuerte adicion de
datos de genotoxicidad. En este sentido sugieren
que la USFDA deberia requerir estudios de
carcinogenicidad y toxicologia en ratas y ratones,
antes de aceptar al rebaudiosido A como una
sustancia GRAS, o aprobarla como un aditivo
alimentario (Kobylewski y Eckhert, 2008).

En contraposicion Urban et al. (2013), reportan
que la seguridad de los steviol glucésidos ha sido
ampliamente revisada y discutida, en la literatura
publicada, asi como por los organismos de
seguridad nacionales e internacionales. La Junta
del JECFA examind la seguridad de los steviol
glucosidos, concluyendo que el estevidsido y
rebaudidsido A, no son genotoxicos (JECFA,
2005).

En el 2008, JECFA establecio una Ingesta Diaria
Aceptable (IDA) para steviol glucosidos de 4
mg/kg de peso corporal/dia basado en
equivalentes de steviol; indicando que
consideraban la evidencia presentada en steviol
glucosidos, suficientes para asegurar la seguridad
en ese nivel de exposicién diaria para toda la
vida de una persona (JECFA, 2008).
Conclusiones similares que steviol glucésidos
son seguros en los niveles propuestos de
consumo, han sido anunciados por EFSA y
ANZFSA (Urban et al., 2013).

En los Estados Unidos, aproximadamente 20
paneles de expertos han concluido que
preparaciones purificadas de steviol glucésidos,
cumplen con el estdndar para ser clasificados
como GRAS y sus conclusiones han sido
notificadas a USFDA (USFDA, 2012).

Sin embargo no es excluyente la importancia de
los estudios adicionales in vivo, para la
evaluacion de genotoxicidad de steviol
glucésidos. Las principales opiniones expresadas
por Brahmachari et al., (2011) y Tandel (2011)
son que, mientras la gran mayoria de ensayos de
genotoxicidad in vitro e in vivo han dado
resultados negativos, la presencia de respuestas
positivas reproducible en el TM677 en ensayos
futuros de mutacién con Salmonella — asi como
ensayos cometa son considerados por varios
expertos como poco fiable — podrian ser
indicativo de relevancia de dafio del ADN; por lo
gue seria necesario realizar pruebas adicionales,
particularmente con métodos in vivo, para
eliminar estas preocupaciones. Brahmachari et
al. (2011) han indicado al higado, como el mas
probable 6rgano para inducir la carcinogénesis
por derivados mutigenos del steviol. Por lo
tanto, el consumo de steviol glucésidos como el
rebaudiosido A  pueden ser absorbidos
sistémicamente, transportado al higado donde
pueden formar derivados mutagénicos. Por lo
que, estudios in vivo bien realizados de la

164



V. Vasquez-Villalobos et al. / Agroind Sci 2 (2012)

concentracion de steviol glucdsidos sobre la
actividad en el higado, deben identificar efectos
genotoxicos relevantes.

Como se sefiald anteriormente, Williams y
Burdock (2009) realizaron una ensayo UDS con
rebaudiosido A, siguiendo las pautas estandar -
OECD#486 (OECD, 2009) con una dosis de
2000 mg/kg, los resultados no mostraron alguna
evidencia de genotoxicidad. Sasaki et al., (2002)
y Sekihashi et al., (2002), realizaron ensayos
estdndar cometa en ratones con steviosido, en el
que el tejido hepatico (entre otros) fueron
examinados, para evidenciar dafios en el ADN.
Los resultados fueron negativos en el higado, asi
como otros tejidos en ambos estudios. Sekihashi
et al. (2002) también probaron directamente el
steviol en ensayos cometa a 2000 mg/kg; otra
vez, no mostrando evidencias de dafio en el ADN
del higado. Stevia no solamente se consume en el
Japon en donde es parte regular de la dieta diaria,
desde la década de los sesenta que fue autorizada
por el gobierno. Ha sido utilizada en el Paraguay
por las tribus nativas desde mucho antes de la
colonizacion espafiola en el siglo XVI. A pesar
que aun no se encuentra oficialmente aprobada
para su venta por el gobierno, Stevia se utiliza
comdnmente en el Paraguay. Stevia rebaudiana
ha sido aprobada para ser vendida en el Brasil

desde 1980, atribuyéndole una serie de
aplicaciones, desde el tratamiento para la
diabetes, hasta la dilatacion de los vasos

sanguineos (Hale, 2001).

En este marco de discusion y basados en la
preponderancia de estudios negativos, por parte
de autoridades internacionales de seguridad de
alimentaria y paneles de expertos, que han
concluido que los steviol glucésidos en alimentos
no son genotoxicos (JECFA, 2009; ANZFSA,
2008; EFSA, 2010; USFDA, 2012); la presente
investigacion tuvo por objetivo determinar la
influencia del tiempo de infusién y concentracion
de Stevia en el grado de aceptabilidad, utilizada
como edulcorante en una bebida caliente de
referencia (agua de manzanilla).

2. Materiales y métodos

Se utiliz6 como materia prima hojas de Stevia
adquirida en el Mercado Zonal Palermo de la
ciudad de Trujillo — Region La Libertad — Peru,
para la elaboracién del polvo de infusion de
Stevia, se siguio la secuencia que se observa en
la Figura 1. Las hojas de Stevia fueron
seleccionadas, clasificadas, en forma manual con
la finalidad de eliminar sustancias indeseables.
El trozado también se realizé por cortado con la
finalidad de aumentar el drea de exposicion y
obtener un producto deshidratado uniforme. El
secado se llevé a cabo en la estufa a una
temperatura de 40 °C por un tiempo de 24 horas.
La molienda se realiz6 mediante la utilizacion de
un mortero, con la finalidad de reducir el tamafio

en forma de polvo que permiti6 introducirlo a
bolsitas filtrantes, las mismas que son utilizadas
para infusiones (Figura 2). Una vez que el polvo
de Stevia fue pesada, se colocé en las bolsitas,
las cuales fueron selladas mediante doble sello.

Hojas de Stevia
v

Seleccion y
clasificacion

Vv

Limpieza

v

Trozado

v

Secado

Vv

Molienda
v

Pesado

v

Envasado

v
Sellado

\Z

Polvo de stevia

Figura 1. Proceso de elaboracion del polvo de
Stevia.

Figura 2. (a) Polvo de Stevia, (b) bolsitas
filtrantes con polvo de Stevia.

Determinacion del grado de aceptabilidad de
Stevia como edulcorante

El grado de aceptabilidad de Stevia utilizado
como edulcorante en la bebida caliente de
manzanilla, se determind mediante un panel
sensorial de 40 panelistas escogidos al azar, los
cuales proporcionaron una puntuacion a las
muestras, mediante el trazo de una linea vertical
y escritura de su codificacion, dentro de un
recuadro, cuya medida fue de 10 cm, en
proporcion a su grado de aceptabilidad (método
ranking). Segun el disefio experimental se contd
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con 11 muestras, divididos en dos bloques, de 5
muestras y 6 muestras. Segin Jellinek (1964),
con 5 muestras para principiantes es suficiente, y
para casos con adiestramiento son suficientes 7.
Segin otros autores deberian ser de 3 a 8
(Christie, 1966). Se debe considerar el producto,
intensidad de sabor, capacidad e interés de los
jueces. Las muestras de bebida caliente de
manzanilla fueron presentadas a los panelistas en
vasos de plastico conteniendo 30 mL, cada una
con su respectiva codificacion. Se tuvo en cuenta
la recomendacion de Espinoza (2007) de
considerar muestras liquidas de 20 a 30 mL.

Analisis estadistico

Se utilizd un Disefio Compuesto Central
Rotacional (DCRR) usando factoriales completos
con un planeamiento factorial: 2" + 2*n + pc,
donde 2 es el nimero de niveles a ser estudiado
(-1; +1); n es el nimero variables independientes
y pc es la cantidad de puntos centrales que se
repiten. Un Disefio Compuesto se hace rotacional
mediante la eleccion de a, mostradas en la Tabla
1. El valor de a es a la vez igual a 2"* (Rodriguez
e lemma, 2005).

Tablal. Valor de o segin el numero de
variables.

n 2 3 4 5 6
o +141  +1.68 +2.00 +2.37 +2.82

En esta investigacién se consideraron 2 variables
independientes, por lo tanto 22 + 2*2 + 3,
totalizando 11 ensayos. Por doble interpolacién y
para las variables independientes tiempo de
infusién y concentracion, se calcularon los
valores indicados en la Tabla 2, los que sirvieron
para la construccion de la matriz de disefio de
respuestas (Tabla 3), teniendo como respuesta el
grado de aceptabilidad de la Stevia como
edulcorante.

Tabla 2. Valores utilizados en el DCRR

Variables Niveles
-1.41 -1 0 1 141
Xy: tiempo (s) 60 86.17 150 213.83 240
X,: concentracion
(g/300mL) 1 1.29 2 2.71 3

Se elabor6 un modelo codificado de segundo
orden, de acuerdo a:

2 2
Y N ﬁO +ﬁlxl +ﬁ2X2 +1811Xl +ﬂ22X2 +ﬂ12X1X2

Donde:
Y: respuesta, en funcion de los coeficientes
significativos (grado de aceptabilidad GA).

Bor B Pos B Boaa Pyt COEficientes de

regresion.

Tabla 3. Matriz de disefio de respuestas.

Variables independientes

Caodificadas Reales
Ensa- Tiempo  Concentracion

0S de de

g X1 X2 infusion Stevia

(s) (9/300 mL)

1 -1 -1 86.17 1.291
2 1 -1 213.83 1.291
3 -1 1 86.17 2.709
4 1 1 213.83 2.709
5 -141 0 60.00 2.000
6 1.41 0 240.00 2.000
7 0 -1.41  150.00 1.000
8 0 1.41  150.00 3.000
9 0 0 150.00 2.000

10 0 0 150.00 2.000

11 0 0 150.00 2.000

Para validar el modelo se realiz6 un ANOVA,
determinandose el coeficiente de determinacion
(R?), y el F-cal, el cual, si es mayor que el F-tab.,
indica que el modelo interpreta adecuadamente la
respuesta. ~ Finalmente  se  construyeron
superficies de respuesta para definir las regiones
de interés.

3. Resultados y discusién

Grado de aceptabilidad de la Stevia
Los resultados obtenidos experimentales para
cada tratamiento, son mostrados en la Tabla 4.

Tabla 4. Valores del grado de aceptabilidad de la
Stevia como edulcorante.

Variables Variable
independientes dependiente
Ensayos Tiempo Concentra- .
s) cion Aceptabilidad
(9/300 mL)
1 86.170 1.291 4.30
2 213.830 1.291 3.74
3 86.170 2.709 5.32
4 213.830 2.709 2.70
5 60.000 2.000 4.01
6 240.000 2.000 3.65
7 150.000 1.000 4.56
8 150.000 3.000 5.32
9 150.000 2.000 6.43
10 150.000 2.000 6.00
11 150.000 2.000 6.70
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Se muestra la relacién que ejerce tanto el tiempo
de infusion  (segundos) y concentracion de
Stevia  (g/300mL), sobre el grado de
aceptabilidad de la Stevia, como edulcorante en
la bebida caliente de manzanilla. Conforme se
observa el valor mas bajo de aceptabilidad segun
los panelistas, se presenta en el ensayo 4 con un
valor de 2.70, utilizando un tiempo de dilucion
de 213.83 segundos y una concentracion 2.709
g/300mL. Mientras que, el que obtuvo mayor
grado de aceptabilidad fue el ensayo 11, la cual
pertenece a un tratamiento central. Como
también se observa en los centrales (ensayos 9
,10 y 11), las respuestas mostraron muy poca
variacién, indicando una buena repeticion del
proceso.

Se observa que en los ensayos 1, 2, 3 y 4,
conforme se mantiene constante la concentracion
de Stevia y se incrementa el tiempo de infusién,
menor es el grado de aceptabilidad. Del mismo
modo se observa que en los ensayos 5, 6, al
mantener constante la concentracion de Stevia e
incrementando el tiempo de infusion, el grado de
aceptabilidad tiende a disminuir.

Andlisis estadistico usando el software
Statistica 7.0

Para comprobar la significancia de las variables
independientes, se realiz6 un andlisis de varianza
(ANOVA) de las mismas. El resultado de este
andlisis es mostrado en la Tabla 5, donde se
puede notar que tanto el tiempo de infusion como
la concentraciébn de Stevia de grado 2
(cuadrético), influencian de manera significativa
en el grado de aceptabilidad, puesto que los
valores de p de ambas factores mostrados en la
Tabla es muy pequefio (p<0.05). Los valores de p
se pueden utilizar como herramienta para
verificar la significacion de cada coeficiente, que
a su vez puede indicar el patrén de la interaccion
entre los coeficientes (Liu et al., 2003). Cuanto
menor sea el valor de p, mas significativo es el
correspondiente  coeficiente (Manimekalai y
Swaminathan, 1999).

Tabla 5. Analisis de varianza de las variables
independientes.

FACTOR SS  df  MS F p
()Tiempo (L) 1713 1 17133 55300 0.06543
Tiempo (Q) ~ 1050 1 10507 33914 0.00210
(2) Concen(L) 0136 1 0.1368 04417 053572
Concen.(Q) 3691 1 3.6913 11.914 0.01820
1L by 2L 1065 1 10650 3.4374 0.12290
Error 1549 5  0.3098

Total 16.01 10

En el diagrama de Pareto mostrado en la Figura
3, se observa de manera grafica la influencia de
cada variable en la respuesta (grado de
aceptabilidad), notandose la significancia del
tiempo de infusidn y concentracion de Stevia de
grado 2.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: ACEPTABILIDAD
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual= 3098293
DV: ACEPTABILIDAD

TIEMPO(Q) ‘~5 82358
CONCENTRACION(Q) -3.45168
(1)TIEMPO(L) -2.35161
‘-| 85404

1Lby2L

(2)CONCENTRACION(L) 6646081

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 3. Diagrama de Pareto para las variables
independientes.

Modelo matematico

Se encontraron los coeficientes de regresion
significativos para la variable respuesta mostrada
en la Tabla 6, con las cuales se elabor6 un
modelo matematico polindmico de segundo
orden, para predecir el grado de aceptabilidad
(GA) en funcion del tiempo de infusion (t) y
concentracion de Stevia (C); posteriormente, se
realizd un analisis de varianza para verificar la
significancia del modelo.

Tabla 6. Coeficientes de regresién para el grado
de aceptabilidad de Stevia.

Coeficiente Error
FACTOR de . P
L Estandar
Regresion
Interaccion -10.3407 3.038543 0.01918
(1) Tiempo (L) 0.1164 0.021462  0.00288
Tiempo (Q) -0.0003 0.000058 0.00210
(2) Concen. (L) 8.3499 2.103672  0.01064
Concen. (Q) -1.6139 0.467559 0.01820
11 BY 2L -0.0114 0.006148 0.12290
(L) = lineal; (Q)= cuadratica
El modelo matematico para el grado de

aceptabilidad se denota:

GA =-10.3407+0.1164*t-0.0003*t?+8.3499*C-
1.6139*C?

(R* = 0.90327, R? Ajus.= 0.80653)

Donde:

GA: grado de aceptabilidad de la Stevia como
edulcorante.

t: tiempo de infusion de la Stevia (segundos).

C: concentracion de Stevia (g/300mL).
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Andlisis de varianza del de
aceptabilidad

A continuacion en la Tabla 7, se presenta el
andlisis de varianza para la variable dependiente
(aceptabilidad). Como se observa, el valor de
Fcal es mucho mayor al Ftab, lo que indica que
el modelo matematico obtenido es altamente
significativo, es decir estos describen resultados
adecuadamente a través de la Metodologia

Superficie de Respuesta. Esto, también, se puede

grado

confirmar a través de los coeficientes de
determinacion  (R?> = 0.90327, R* Ajus. =
0.80653).

Tabla 7. Analisis de varianza para el grado de
aceptabilidad.

F.R S.C G.L CM Fcal. Ftab.
Regresion  157651.69 4 394129 3394 271
Error 32516.993 28  1161.3

Total 190168.684 32

(R*=0.90327, R? Ajus.= 0.80653)
FR: fuente de regresion

S.C: suma de cuadrados

G.L: grados de libertad

C.M: cuadrados medios

La significancia del modelo y los coeficientes de
determinacion (R?) cercanos a 1 (R* = 0.90327,
R? Ajus.= 0.80653), indican la concordancia
entre los valores observados y predichos, dicha
concordancia se observa en la Tabla 8, y
graficamente en la Figura 4.

Tabla 8. Valores observados y predichos del
grado de aceptabilidad.

Tiempo de Concen-tracion Grado Grado de
NE infusion de Stevia de Acepta.  Acepta.

(s) (0/300 mL)  (observado) (predicho)
1 86.170 1.291 4.30 4.0132
2 213.830 1.291 3.74 4.1182
3 86.170 2.709 5.32 5.3071
4 213.830 2.709 2.70 3.3482
5 60.000 2.000 4.01 4.3087
6 240.000 2.000 3.65 3.0017
7 150.000 1.000 4.56 4.5795
8 150.000 3.000 5.32 4.9489
9 150.000 2.000 6.43 6.3780
10 150.000 2.000 6.00 6.3780
11 150.000 2.000 6.70 6.3780

El valor R? de la ecuacién polinémica de
segundo orden obtenido fue de 0.90327, lo que
indica que la variabilidad de los valores
obtenidos de aceptabilidad, aproximadamente el
90 % podria ser explicado por el modelo ajustado
y solo el 10 % no puede ser explicado por el
mismo.

Observed vs. Predicted Values
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual= 3098293
DV: ACEPTABILIDAD

Predicted Values
w = .
o o o
o

w
’=
o

~
o

Observed Values

Figura 4. Valores predichos
observados para la aceptabilidad.

y valores

Los altos valores de coeficiente de correlacion R
y el coeficiente de determinacion R? muestran
una estrecha concordancia entre los resultados
experimentales obtenidos y los valores predichos
por el modelo polinémico (Ferreira-Dias et al.,
2003; Abdel et al., 2005). Cuando son cercanos
los valores de R (coeficiente de correlacion
maltiple) a 1; mejor serd la correlacion entre los
valores experimentales y predichos (Wang y Lu,
2005; Vasconcelos et al, 2000).

Superficie de respuesta

Tal y como en el andlisis de varianza, los
métodos son significativos, por tanto valida la
construccion de sus respectivas superficies de
respuesta y las regiones de intereés.

La superficie de respuesta generada por el
modelo matemético de segundo orden es
mostrada en la Figura 5, en la que puede notarse
la influencia del tiempo de infusion vy
concentracion de Stevia en los niveles de
aceptabilidad. A través de estos graficos de tres
dimensiones y sus respectivas graficas de
contorno, es facil de entender las interacciones
entre dos variables y de localizar los niveles
Optimos.

En la Figura 5, se observa el comportamiento
gue toma el grado de aceptabilidad, dependiendo
del tiempo de infusion (segundos) y de la
concentracion de Stevia (g/300mL).

Se nota que al mantener constante el tiempo de
infusion, y al aumentar la concentracion, el grado
de aceptabilidad tiende a aumentar hasta el valor
medio del rango establecido, una vez pasada este
valor tiende a tener un efecto inversamente
proporcional. Asimismo, al mantener constante
una concentracién, y al aumentar el tiempo de
infusion, el grado de aceptabilidad tiende a
aumentar hasta el valor medio del rango
establecido, una vez pasada este valor tiende a
tener un efecto inversamente proporcional.
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Fitted Surface; Variable: ACEPTABILIDAD
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=.3098293
DV: ACEPTABILIDAD

M

Fitted Surface; Variable: ACEPTABILIDAD
2 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=.3098293
DV: ACEPTABILIDAD

CONCENTRACION

PRI

EEECONEm

Yok

140

160
TIEMPO

(b)
Figura 5. Superficies de respuesta (a) y curvas
de contorno (b), del grado de aceptabilidad, en
funcion del tiempo de infusion y concentracion
de Stevia.

180 200 220 240
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Sensaciones de agrado o desagrado para
soluciones puras de los gustos basicos estan en
relacion con la concentracion. Sawyer (1971),
describié que al incrementar la concentracién
aumenta la sensacion de agrado, pero esto es
valido dentro de un rango, ya que a
concentraciones mayores la sensacion se torna
desagradable.

Es por eso que para obtener valores éptimos de
aceptabilidad, los rangos dptimos de tiempo de
infusién y concentracion, se encuentra alrededor
de los valores medios, siendo para el tiempo de
infusion entre 120-160 segundos y 1.8-2.2
09/300mL para concentracion de Stevia.
Considerando un valor IDA de 4 mg/kg de peso
corporal/dia de steviol glucésidos (expresado
como equivalente de steviol); para una persona
de 60 kg, se estima en 240 mg. Si en los tiempos
de infusion indicados, se obtiene la méxima
extraccion con un 10%  de steviosidos Yy
rebaudiosido en el polvo de la hoja deshidratada,
se tendria una ingesta de 180 a 220 mg, lo que
constituye un valor adecuado por dia, si se
ingiere una taza de 300 mL.

Reportes de EFSA (2010) mencionan que una
dosis de 1000 mg de steviol glucésidos/persona
por dia (97% rebaudiosido A) (corresponden a
aproximadamente 330 mg  equivalente de
steviol/dia), no afectan la homeostasis de la
glucosa y la presion arterial en individuos con
tolerancia a la glucosa normal, o con diabetes
mellitus tipo-2. Igualmente repitiendo su uso
durante 16 semanas de 1000 mg de rebaudiosido
Alpersona/dia, no altera la homeostasis de la
glucosa en individuos con diabetes mellitus tipo-
2. Los parametros de la presion arterial no son
afectados significativamente por ingesta de 1000
mg de rebaudiosido A/persona/dia, durante 4
semanas en individuos presion arterial sistolica
normal y baja. Esta dosis diaria corresponde a
16.6 mg de rebaudiosido A/kg de peso corporal,
para una persona 60 kg de peso y a
aproximadamente 5.5 mg steviol equivalente/kg
de peso corporal/dia.

Rodriguez y Saenz (2005), reportan que un
extracto puro de Stevia con agua, se encontr6 una
concentracion de compuestos polares lo cuales
son taninos o compuestos polifendlicos. Ademas,
dentro de los compuestos polares, estan steviol,
el steviosido y el rebaudidsido-A, asi como
rebaudiosido-C (dulcésido B), rebaudidsido-D,
rebaudioésido-E y dulcésido A, que son los que
generan el poder edulcorante en la planta de
Stevia.

Se han realizado estudios experimentales para
evaluar el efecto del extracto de stevia y del
steviosido en humanos. Una comida estandar
suplementada con 1 g de steviosido administrada
a 12 sujetos diabéticos de tipo-2, es capaz de
reducir los niveles de glucosa postprandial en
sangre sobre un 18% (Gregersen et al., 2004). Se
observé un leve incremento en la circulacion de
insulina y un descenso en los niveles de
glucagones. El indice insulinogénico indicé que
tras el tratamiento con steviosido se incremento
un 40% la secrecion de insulina. No se observo
pérdida de glucosa urinaria por el consumo de
steviosido, esto implica que el steviosido puede
tener un efecto directo en la disposicion de la
insulina periférica, inducido por la insulina
responsable del descenso en los niveles en sangre
de glucosa postprandial. Esto puede incluir un
aumento en el almacenamiento de glucégeno en
el higado.

En contraste con lo anterior, Barriocanal et al.
(2008), ha expuesto que el consumo prolongado
de steviosido (> 92% pureza) de 250 mg, 3
veces/dia durante 3 meses, cantidad similar a la
usada como dulcificante, no tiene efectos
farmacoldgicos en individuos diabéticos tanto de
tipo 1 como de tipo 2, asi como en sujetos
normotensos o hipotensos. No se encontré menos
glucosa en sangre o presion sanguinea. Se
desconoce la explicacion a esta carencia de
efecto del steviosido, pero se debe sefialar que el
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steviosido parece tener la habilidad de bajar los
niveles de glucosa en plasma y la presion
sanguinea, s6lo cuando estos pardmetros son
anormalmente elevados. Estos resultados son
consecuentes con aquellos obtenidos
previamente a corto plazo sobre los efectos en
individuos sanos (Geuns et al., 2007).

De manera similar, el consumo a largo plazo de
rebaudiosido A, durante 16 semanas por parte de
sujetos con diabetes mellitus tipo-2, no ha tenido
efecto en la homeostasis de la glucosa, ni en la
presion sanguinea (Maki et al., 2008).

Basado en estudio en células, animales y
humanos, steviosido y sus compuestos
relacionados (steviol y rebaudiosido A) afectan a
la glucosa plasmética, mediante la modulacion
de la secrecién de insulina y la sensibilidad, lo
que mejora la eliminacion de glucosa en el
plasma. También inhiben la absorcién de glucosa
intestinal y la generacion de glucosa por el
higado, alterando la actividad de varias enzimas
claves envueltas en la sintesis de la glucosa;
reduciendo asi el aporte de glucosa plasmatica.
Existen una serie de efectos anti-hiperglicémicos
del steviosido y sus componentes. Es interesante
resaltar que los efectos del steviosido, dependen
enormemente de los niveles de glucosa
plasmatica, siendo observados s6lo cuando estos
son elevados. Asi, parece ser totalmente seguro
para individuos sanos. De todas formas, el
mecanismo de este efecto no se conoce.

Estudios en humanos han mostrado el efecto del
steviosido en el sistema cardiovascular.
Steviosido causa bradicardia e hipotensién
(Humboldt y Boech, 1977). Similarmente, un
leve efecto hipotensivo ha sido observado en
sujetos humanos que recibieron té de S.
rebaudiana (extracto de Stevia) diariamente,
durante 30 dias (Boeckh y Humboldt, 1981). En
estos estudios, también se sugiri6 que el
steviosido tiene un efecto inotropico de
reduccion de la duracion de la sistole. Esto
reduce la presion arterial sanguinea media. Asi,
tanto el steviosido como el extracto de stevia
parecen tener un efecto anti-hipertensivo.

Los resultados de los ensayos clinicos a largo
plazo en humanos con leve y moderado nivel de
hipertensién, demostraron que un consumo
continuado de steviosido (750 mg/dia) por un
afio, reduce ambas, la presion sanguinea sistélica
y diast6lica, mientras que no se han observado
efectos secundarios significantes o alteracién en
lipidos (Chan et al., 2000). Subsiguientes
estudios hasta 2 afios con un incremento de la
dosis de steviosido (1500mg/dia), permitieron
observar una reduccion significativa de ambas
presiones sanguineas, sin cambios significativos
en el indice de masa corporal, ni en los valores
bioquimicos de la sangre, ni en el indice de masa
ventricular (Hsieh et al., 2003). Ademas, se ha
podido comprobar que la calidad de vida es

significantemente mejor con steviosido, en
comparacion con el placebo. Estos resultados
refuerzan el papel hipotensivo del steviosido en
humanos. Los investigadores concluyeron que el
consumo de steviosido a largo plazo es bien
tolerado, y debe ser considerado como
alternativa o suplemento en terapias con
pacientes hipertensivos.

Se han demostrado actividades inmuno-
moduladoras en vivo de estevidsido (Sehar et al.,
2008). El esteviosido (6.25, 12.5y 25 mg / kg de
peso corporal) en ratones alimentados
promueven las funciones fagociticas, como se
indica, por un aumento del indice de fagocitosis
de la prueba de carbono de compensacion y
aumento de la respuesta inmune humoral;
medida debido a un aumento del ndmero de
anticuerpos a la prueba del antigeno. En
experimentos in vitro también se demostraron los
efectos estimulantes de los estevidsidos, en la
actividad fagocitica y la proliferacion de células
B y T, estimuladas por lipolisacaridos y
concanavalin A,  respectivamente.  Estos
resultados apoyan ain mas la suposicién de que
el consumo oral de esteviosido, puede ser Util en
la promocién de la inmunidad contra la infeccién
por microorganismos.

Segun reporte de la Sociedad Latinoamericana de
Nefrologia e Hipertension (Rodriguez y Séaenz,
2005), el amargor en la Stevia se asemeja al
dulzor debido a su dependencia de Ia
estereoquimica de las moléculas que
desencadenan el estimulo; las dos sensaciones
son puestas en marcha por caracteristicas
similares de las moléculas, haciendo que algunas
moléculas produzcan ambas sensaciones amarga
y dulce, incluso simultaneamente. Por ello se ha
apreciado que las muestras con mayor
concentracion de Stevia son menos aceptadas,
probablemente a la sensacion de sabor generado.
La utilizacion de la bebida caliente de manzanilla
como medio de referencia, puede solapar una
apreciacion correcta del edulcorante,
considerando que la infusion de manzanilla es
una bebida de consumo comun en la poblacién.
Pardo de Santayana y Morales (2006) mencionan
gue la manzanilla tiene efectos antiinflamatorios,
antiespasmddicos, coleréticos y colagogo, asi
como se sedantes y relajantes. Situacién que no
se produciria durante la apreciaciéon del panel
debido al tiempo reducido que implica el ensayo.
Se observo en el andlisis sensorial realizado, que
los panelistas tuvieron diferente apreciacién para
cada una de las muestras; segun Jellinek (1985),
el aparato sensorial humano muestra grados de
variacion de sensibilidad de persona a persona,
de acuerdo a que el mundo individual de
sensaciones, es muy diferente; dependiendo del
nivel de desarrollo y que la sensibilidad puede
ser influenciada facilmente por circunstancias
externas o del medio. Uno de los mayores
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problemas asociados al analisis sensorial de los
alimentos, es conseguir que la respuesta humana
sea precisa y reproducible.

La Stevia se puede utilizar en todo, como
endulzante, en galletas, horneados, refrescos y en
la preparacion de cualquier alimento. Pamies
(2008) menciona que una taza de azUcar equivale
a 1.5 o0 2 cucharadas de la hierba fresca o un
cuarto de cucharadita de polvo en extracto.

4. Conclusiones

A través de la Metodologia de Superficie de
Respuesta, se encontrd que las variables
independientes, tiempo de infusién vy
concentracion de Stevia, presentan un modelo
matematico  estadisticamente  significativo
(p<0.05), con el cual es posible modelar su grado
de aceptabilidad en una bebida caliente de
manzanilla. Al aumentar el tiempo de infusion, el
grado de aceptabilidad tiende a aumentar hasta el
valor medio del rango establecido, una vez
pasada este valor tiende a tener un efecto
inversamente proporcional. Al aumentar la
concentracion, el grado de aceptabilidad tiende a
aumentar hasta el valor medio del rango
establecido, una vez pasada este valor tiende a
tener un efecto inversamente proporcional.
Segin la Metodologia de Superficie de
Respuesta con un Disefio Compuesto Central
Rotacional, los rangos 6ptimos para una buena
aceptabilidad Stevia en una bebida de
manzanilla, se encuentran entre los valores de
tiempo de infusion 120 a 160 segundos, con una
concentracion de Stevia de 1.8 a 2.2 g/300mL.
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