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1. RESUMEN 

A través del tiempo, el hombre ha encontrado en los recursos naturales la solución a 

diversos problemas, por ejemplo, empleando plantas a nivel alimenticio, industrial y 

medicinal, donde los productos de origen vegetal han desempeñado un papel 

importante en el desarrollo de fármacos, permitiendo el descubrimiento de compuestos 

antibacterianos. Se han aislado alrededor de 12.000 compuestos con actividad 

antimicrobiana procedentes de organismos vegetales y se estima que constituyen sólo 

el 10% de los metabolitos secundarios; de esta manera los extractos vegetales 

emergen como una fuente potencial para el control de enfermedades. En este trabajo 

se evaluó la actividad antibacteriana de  cuatro extractos de Stevia rebaudiana Bertoni, 

acuoso, etanólico, tetraclorado y hexánico, frente a bacterias de origen ambiental 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas aeruginosa. Los 

extractos se obtuvieron mediante equipo soxhlet, utilizando los disolventes: etanol, 

tetracloruro de carbono y hexano; y el extracto acuoso, por el método de cocción. Se 

evaluó la actividad antibacteriana sobre cada una de las diferentes cepas utilizando la 

técnica de difusión en pozo y extendido en superficie; se determinó la CMI por dilución 

en agar y se determinó por HPLC la concentración de steviósido y rebaudiósido A. Los 

resultados de los halos de inhibición del extracto hexánico indican que este logró inhibir 

a todas las cepas con las concentraciones más bajas, siendo 0.011 mg/mL para 

Staphylococcus aureus y 1.06 mg/mL para Staphylococcus epidermidis y 

Pseudomonas aeruginosa. El extracto con mayor concentración de steviósido y 

rebaudiósido A fue el extracto acuoso, con 9.08 mg/g de hoja y 40.63 mg/g de hoja 

respectivamente, el cual presenta mayor contenido de steviósido y rebaudiósido A que 

el extracto etanólico, por lo que no hay relación entre efectividad inhibitoria y 

concentración de glucósidos. Utilizar extractos de Stevia rebaudiana Bertoni para el 

control del crecimiento bacteriano, podría ser una alternativa viable, ya que se 

demostró que a pesar de la resistencia a antibióticos con las que cuentan las cepas 

bacterianas evaluadas, se logró inhibirlas utilizando extractos Stevia rebaudiana 

Bertoni, con un porcentaje de 12 a 84% de inhibición.  
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2. INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades infectocontagiosas son causa de la morbilidad y mortalidad en el 

mundo, originadas por la emergencia de microorganismos resistentes a antibióticos 

(Vignoli, 2008). La mayoría de los estudios sobre la resistencia a antibióticos se 

centran en el mal uso de estos debido a la automedicación, a dosis incompletas y al 

empleo de medicamentos falsos, es por ello que el papel que pueden tener los 

ecosistemas naturales en la evolución de la resistencia y virulencia ha recibido una 

menor atención (Martínez et al., 2013; Liang et al., 2013). Algunos estudios han 

demostrado que las bacterias patógenas oportunistas de origen medioambiental tienen 

la habilidad genética para transferir y adquirir factores de resistencia a diferentes 

sustancias, además pueden ser dispersadas por el aire siendo fuente de infecciones 

(Liu et al., 2012; Picao et al., 2009).  

El uso indiscriminado de los antibióticos y la presión selectiva ambiental realizada por 

antisépticos y desinfectantes ha generado una respuesta de supervivencia en los 

microorganismos, que los capacita para evadir con eficacia la acción bactericida de 

algunos de estos agentes químicos. Un factor importante a tener en cuenta para 

establecer una política de uso de desinfectantes y antisépticos es la estandarización 

de métodos de control de calidad de estos productos de acuerdo con la naturaleza, el 

estado físico de las sustancias y el uso al que están destinadas (Casellas et al., 1994; 

Rodríguez, 2006; Cabrera et al., 2007). 

Dentro de los agentes implicados en la prevalencia de enfermedades se encuentran 

Pseudomonas sp y Staphylococcus sp, que son las bacterias con mayor frecuencia 

aisladas del aire (Aydogdu et al., 2010; Fahlgren et al., 2010; Liang et al., 2013; 

Martínez et al., 2013). El interés de estudiar a Staphylococcus aureus se debe tanto a 

su elevada frecuencia, como a su rápida respuesta adaptativa frente a cambios del 

medio, que le han concedido la capacidad de resistencia a antibióticos, como es el 

caso de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) y Staphylococcus 

aureus resistente a vancomicina (SARV) (Rojas et al., 2006b; Velasco et al., 2013). 

Por otra parte, debido a su falta de exigencia de requerimientos Pseudomonas se 

encuentra en suelos, aguas, aguas residuales y hasta en el aire. Las especies de 
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Pseudomonas son una fuente extremadamente rica en plásmidos catabólicos y de 

resistencia, algunos de los cuales pueden ser transferidos a otras bacterias (Jacoby, 

1986; Sayler et al., 1990; Boronin, 1992a; Boronin, 1992b; Schlegel et al., 1997). 

Por todo esto es que en la actualidad existe la problemática de la progresiva ineficacia 

del tratamiento con antibióticos, lo que ha llevado a conseguir alternativas eficaces 

para el control de microrganismos en las que se han utilizado compuestos naturales 

por ejemplo los metabolitos secundarios obtenidos de plantas. Se ha demostrado que 

extractos de Stevia rebaudiana Bertoni contienen compuestos que presentan actividad 

antimicrobiana frente a un amplio número de bacterias de origen intrahospitalario o 

clínico, como: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Serratia marcenscens, 

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus megaterium, Escherichia coli y Proteus vulgaris 

(Manish, 2006; Jayaraman, 2008; Kuntal, 2009; Singh, 2012); mientras que hay pocos 

estudios con bacterias ambientales, sin que se mencione el porcentaje de glucósidos 

de steviol presentes en los extractos evaluados. 

El interés de evaluar extractos de Stevia rebaudiana, se debe a que en últimos años 

esta planta ha tenido fuerte demanda y en México ya existen grandes plantaciones 

(Ruiz et al., 2014) y cada vez son más las empresas interesadas en adicionar a sus 

productos fracciones de esta planta; por eso se propone evaluar la actividad 

antibacteriana de extractos de Stevia rebaudiana Bertoni sobre cepas ambientales de 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas aeruginosa, 

para emplearse en el control de contaminación bacteriana. 
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3. ANTECEDENTES 

Las enfermedades infectocontagiosas son causa fundamental de la morbilidad y 

mortalidad en el mundo. Uno de los motivos de esta situación es la emergencia de 

microorganismos resistentes a los antibióticos, bien porque hayan adquirido dicha 

resistencia como consecuencia de la presión selectiva debido al mal uso de 

antibióticos o bien porque sean intrínsecamente resistentes a los mismos, como es el 

caso de los micoplasmas, que carecen de pared celular, por lo que no son sensibles a 

los beta-lactámicos (Vignoli, 2008). 

La mayor parte de los estudios sobre la resistencia a los antibióticos se centran en el 

mal uso de estos debido a la automedicación, a dosis incompletas y al empleo de 

medicamentos falsos; por ese motivo, el papel que pueden tener los ecosistemas 

naturales en la evolución de la resistencia y virulencia ha recibido una atención menor. 

Recientemente las bacterias patógenas oportunistas de origen medioambiental han 

cobrado importancia debido a que son causantes de un gran número de enfermedades 

hospitalarias (Martínez et al., 2013; Liang et al., 2013). Algunos estudios han 

demostrado que estas bacterias tienen la habilidad genética para transferir y adquirir 

factores de resistencia a diferentes sustancias, además pueden ser dispersadas por el 

aire siendo fuente de infecciones epidémicas y por ende, una seria amenaza para la 

salud publica mundial (Liu et al., 2012; Picao et al., 2009). 

Las bacterias como todos los seres vivos, exhiben mecanismos biológicos, que las 

facultan para adecuarse a diversas presiones ambientales. Aunque la resistencia a los 

antibióticos es una expresión natural de la evolución y genética bacteriana, ciertos 

factores también contribuyen al aumento de la expresión y diseminación de esta 

característica inherente. El incremento en el uso de antibióticos y la respectiva presión 

selectiva que ejercen, es el factor más importante que contribuye a la aparición de 

diversas clases de resistencia bacteriana (Ang et al., 2004). 

En los últimos años se ha hecho notorio el impacto de la respuesta de estos 

microorganismos a la presión selectiva que ejercen los antisépticos y desinfectantes, 

así como los compuestos quimio-terapéuticos más utilizados en los brotes de 

infecciones en los hospitales del mundo. Según estudios epidemiológicos, América 
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Latina se encuentra entre las regiones con más alta incidencia de brotes nosocomiales 

producidos por bacterias que presentan resistencia a múltiples antibióticos; además 

de un marcado interés por evidenciar la presencia de mecanismos de resistencia 

cruzada tanto para antisépticos y desinfectantes como para antibióticos (Cabrera et 

al., 2007). 

 

3.1 Bacterias oportunistas 

Las bacterias oportunistas son aquellas que aprovechan un compromiso de los 

mecanismos de defensa de un organismo, para entrar en él y provocar enfermedad, la 

alteración de los citados mecanismos suele deberse a enfermedades crónicas 

subyacentes, a factores personales especiales, como el estrés o el embarazo y a la 

acción de ciertos medicamentos, por ejemplo tratamientos de inmunosupresión. 

Algunos ejemplos de microorganismos oportunistas son: Pseudomonas aeruginosa, 

Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis entre otros (Martínez et al., 

2013). 

Dentro de los agentes implicados en la prevalencia de enfermedades se encuentran 

los bacilos Gram-negativos: Pseudomonas aeruginosa, Enterobacterias (Shigella, 

Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, Escherichia coli); de los bacilos Gram-positivos 

están: Clostridium perfringens, C. botulinum y C. tetani; y en el grupo de cocos Gram-

positivos a Streptococcus pneumonae, S. aureus, S. epidermidis y los Enterococcus. 

También es relevante mencionar a hongos como Candida albicans y Candida glabrata 

y algunos virus, pero las bacterias son las que adquieren mayor importancia clínica 

debido a que las enfermedades bacterianas se presentan con mayor frecuencia (Pérez 

et al., 2010). 

Entre las bacterias aisladas con mayor frecuencia en el aire se encuentran 

Pseudomonas sp y Staphylococcus sp (Aydogdu et al., 2010; Fahlgren et al., 2010; 

Liang et al., 2013). Se ha demostrado que estas bacterias pueden llegar a transferir y 

adquirir factores de resistencia, por diversos mecanismos genéticos, a diferentes 

sustancias, y al ser dispersadas por el aire son fuente de infecciones epidémicas y por 
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ende, una seria amenaza para la salud pública mundial (Picao et al., 2009; Liu et al., 

2012). 

Los Staphylococcus son bacterias Gram-positivas, dispuestas en racimos, no móviles 

y que no forman esporas; tienen la capacidad de causar una gran diversidad de 

infecciones en el ser humano y en los animales. Tanto Staphylococcus aureus como 

Staphylococcus epidermidis son considerados como oportunistas, pues se encuentran 

ampliamente distribuidos en la naturaleza; Staphylococcus aureus es la especie 

patógena principal del género, se trata de una bacteria coagulasa positiva, muy 

resistente en el medio ambiente, que puede encontrarse en el aire, agua, residuos, 

maquinaria y superficies de la industria alimentaria, pero su principal reservorio son los 

animales y humanos. El interés del estudio de este patógeno se debe tanto a su 

elevada frecuencia, como a su rápida respuesta adaptativa frente a cambios del medio, 

que le han concedido la capacidad de resistencia a antibióticos, como Staphylococcus 

aureus resistente a meticilina (SARM) que presenta resistencia a la primera línea de 

antibióticos como ampicilina y penicilina y Staphylococcus aureus resistente a 

vancomicina (SARV) (Rojas et al., 2006b; Velasco et al., 2013). Staphylococcus 

epidermidis tiene la capacidad de producir un biofilm que le confiere una adherencia 

muy eficiente, por lo tanto se puede unir a superficies, además este biofilm forma una 

barrera que dificulta el paso de los antibióticos (Pinheiro et al., 2014). 

Otra bacteria de gran importancia es Pseudomonas un género bacteriano que debido 

a su amplia distribución, se encuentra en suelos, aguas, aguas residuales y hasta en 

el aire (dado a su falta de exigencia de requerimientos). Se trata de bacilos rectos o 

con ligera curvatura, aerobios, Gram-negativos, no forman esporas y con flagelación 

polar (Schlegel et al., 1997). Las especies de Pseudomonas son una fuente 

extremadamente rica en plásmidos catabólicos y de resistencia, algunos de los cuales 

pueden ser transferidos a otras bacterias Gram-negativas, por tanto representan un 

depósito valioso de material genético que puede ser compartido por organismos 

filogenéticamente distantes (Jacoby, 1986; Sayler et al., 1990; Boronin, 1992a; 

Boronin, 1992b). 
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3.2 Formas de control de enfermedades microbianas 

El método más utilizado para controlar las enfermedades microbianas es por medio de 

antibióticos debido a su rápida acción, pues en la práctica es necesario dar un 

tratamiento tan pronto sea posible, muchas veces sin identificar el agente causal de la 

enfermedad, esto ha llevado a la evolución de la resistencias a estas sustancias. Hay 

que recordar que la farmacología moderna tiene sus raíces en la herbolaria médica 

tradicional; y aun cuando la medicina herbolaria estuvo en declive cuando los fármacos 

estuvieron disponibles, en una tercera parte del mundo la herbolaria permanece en 

uso (García, 2006). 

En la actualidad, uno de los retos más importantes que enfrenta la salud pública 

mundial a ciertos padecimientos es la progresiva ineficacia del tratamiento con 

antibióticos (Neu, 1992; Brown, 2004). Esto debido a la emergencia y reemergencia 

de enfermedades infecciosas producidas por patógenos, que a través de variados 

mecanismos han desarrollado resistencia a múltiples fármacos; situación ocasionada 

principalmente por el mal uso terapéutico de los mismos (PAHO, 1995; Jones et al., 

2006; WHO, 2011); tal es el caso de las bacterias Gram-positivas como 

Staphylococcus spp y las bacterias Gram-negativas como Pseudomonas spp, entre 

otras (Zaborina et al., 2006; Boucher et al., 2009; Wright, 2012). 

 

3.2.1 Uso de antisépticos y desinfectantes 

Los antisépticos y desinfectantes son una parte esencial de las prácticas de control y 

prevención de infecciones, son usados ampliamente con una variedad de aplicaciones 

tópicas y de superficie dura. Una amplia variedad de agentes químicos activos 

(biocidas) se encuentran en estos productos, muchos de los que se han utilizado 

durante cientos de años, incluyendo alcoholes, fenoles, yodo y cloro. La mayoría de 

estos agentes activos demuestran amplio espectro de actividad antimicrobiana.  

Como se ha visto en los antibióticos y en los agentes quimioterapéuticos, la resistencia 

adquirida a los antisépticos y desinfectantes surge por mutación o por la adquisición 

de material genético en forma de plásmidos o transposones; estas configuraciones 
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permiten grandes arreglos de genes de resistencia para la mayoría de los antibióticos 

y desinfectantes al ser transferidos juntos (McDonnell y Russell, 1999; Cabrera et al., 

2007). 

En respuesta a la necesidad de conseguir alternativas eficaces para el control de las 

infecciones bacterianas, se ha recurrido a la fitoquímica y fitofarmacología, logrando 

encontrar nuevas moléculas (Ávila et al., 2006). Las plantas son una valiosa fuente de 

sustancias activas; ya que se ha reportado que producen más de 100.000 metabolitos 

secundarios, muchos de los cuales pueden tener efectos antibacterianos (Domingo y 

López, 2003; Nascimento et al., 2000).  

Por lo que se está probando la implementación de terapias alternativas a la medicina 

alopática (Tomlinson et al., 2000). Por ejemplo el uso de agentes antimicrobianos 

naturales utilizando extractos vegetales como alternativa efectiva o una estrategia 

complementaria para el control de microorganismos patógenos (Knowles et al., 2005). 

 

3.2.2 Uso de extractos vegetales 

Se han aislado alrededor de 12.000 compuestos con actividad antimicrobiana 

procedentes de organismos vegetales y se estima que constituyen sólo el 10 % de los 

metabolitos secundarios (Schultes, 1978). Ejemplos de inhibición antibacteriana 

utilizando extractos vegetales son el reportado por Corzo en 2012, donde utilizó 

extractos etanólicos, de tallos y frutos, de Cestrum buxifolim Kunt (conocida como tinto 

o uvito morado), para la inhibición de Pseudomonas aeruginosa; Dávila et al., 2013, 

usaron extractos de poro, Allium ampepoprasum, para inhibir a Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus y Bacillus cereus. 

La utilización de terapias alternativas para el tratamiento de enfermedades está 

incrementándose en los países occidentales incluyendo Estados Unidos; uno de los 

principales atractivos de estos tratamientos es su aparente falta de efectos 

secundarios comparada con la de las terapias con antibióticos (García, 2006). 

Entre los mecanismos que tienen las bacterias para inducir resistencia esta la presión 

selectiva a la que son sometidas con los tratamientos de antibióticos, por ello es que 
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los extractos vegetales son una alternativa de tratamiento, pues el uso de estos ha 

sido muy limitado (García, 2006). Por otra parte estudios recientes muestran el 

potencial que ha tenido el uso de extractos de Stevia rebaudiana, la cual ha mostrado 

eficacia en el control de algunas bacterias Gram-positivas, Gram-negativas, hongos y 

levaduras. 

 

3.3 Stevia rebaudiana Bertoni 

Stevia rebaudiana Bertoni es un pequeño arbusto del norte de Paraguay, que ha sido 

utilizado por los nativos como edulcorante y con propósitos medicinales; fue descrito 

botánicamente por el naturalista Moisés Santiago Bertoni en 1905 como una planta 

herbácea de 40 a 80 cm de altura, de la familia de las compuestas (Gamboa and 

Chaves, 2012; Contreras, 2013). 

S. rebaudiana se ha utilizado como endulzante en alimentos y bebidas, como 

hipoglucemiante en el tratamiento de diabetes mellitus tipo 2 y como anti-caries en 

pastas y gomas de mascar (Gregersen et al., 2004; Chen et al., 2006). Diversos 

estudios han demostraron la actividad antimicrobiana de extractos de S. rebaudiana 

Bertoni frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Escherichia coli, 

Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Vibrio cholerae, 

Aspergillus niger, Epidermophyton, Rhizopos oligosporus y Candida albicans usando 

disolventes como agua, metanol, etanol, acetona, acetato de etilo, cloroformo y hexano 

(Manish et al., 2006; Jayaraman et al., 2008; Gamboa and Chavez, 2012). 

Estos estudios muestran una gran variedad de efectos biológicos contra diversos 

microorganismos patógenos cuando son evaluados con extractos de distintas 

polaridades como se muestra en la Tabla 1, donde se presentan las medidas de los 

halos de inhibición de extractos de S. rebaudiana Bertoni frente a un amplio número 

de especies de hongos y bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas, sin 

que se mencione el porcentaje de glucósidos presentes en cada extracto probado 

(Manish et al., 2006; Jayaraman et al., 2008; Gamboa and Chaves, 2012). 
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Kuntal et al., 2009 reportaron que cultivar S. rebaudiana Bertoni en suelo ácido, que 

contiene mayor carbono orgánico, hace que la planta tenga mayor acumulación  

Tabla 1. Evaluación de actividad antimicrobiana de extractos de Stevia 
rebaudiana con diversos disolventes (Halos de inhibición en mm) 

Microorganismo Agua Metanol Etanol Acetona Cloroformo Hexano Referencia 

Bacillus 
megaterium 

 10.67    16.33 Manish et al., 2006. 

Bacillus subtilis 8.33 
0 
10 
10 

9.8 
9.96 
26 

9.9 
9.68 

18 8 15.33 Manish et al., 2006; 
Jayaraman et al., 
2006; Kuntal et al., 
2009; Singh et al., 
2012. 

Lactobacillus 
acidophilus 

9 12    15.5 Vitery et al., 2010. 

Micrococcus luteus  8.67    11 Manish et al., 2006. 

Staphylococcus 
aureus 

9.33 
0 
11.5 
11.23 

8.33 
10.5 
10.06  

10.2 
9.49  

19 0  Manish et al., 2006; 
Jayaraman et al., 
2006; Kuntal et al., 
2009; 

Streptococcus 
mutans 

9 11.5    14.5 Vitery et al., 2010. 

Aeromonas 
hydrophila 

0   14 0 16.67 Manish et al., 2006; 
Jayaraman et al., 
2006. 

Escherichia coli 0 
0 

8.67 
0 
16 

0 10 6  Manish et al., 2006; 
Jayaraman et al., 
2006; Kuntal et al., 
2009; Singh et al., 
2012. 

Proteus vulgaris  9.33    12 Manish et al., 2006. 

Pseudomonas 
aeruginosa 

 13.67    19.67 Manish et al., 2006. 

Salmonella typhi 0 
0 
10.03 

0 0 
9.43 

13 7  Jayaraman et al., 
2006; Kuntal et al., 
2009; 

Serratia 
marcescens 

 8.67    12 Manish et al., 2006. 

Vibrio cholerae 0   10 6  Jayaraman et al., 
2006. 

Aspergillus niger  10    16.33 Manish et al., 2006. 

Cryptococcus 
neoformans 

6   4 3  Jayaraman et al., 
2006. 

Epidermophyton 7   7 10  Jayaraman et al., 
2006. 

Rhizopos 
oligosporus 

 8.67    22 Manish et al., 2006. 

Tricophyton 
mentagrophytes 

11   11 11  Jayaraman et al., 
2006. 

Candada albicans 4 8.33  4 3 35.33 Manish et al., 2006; 
Jayaraman et al., 
2006. 
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de glucósidos en las hojas y esto puede ayudar a la actividad antimicrobiana. Sin 

embargo no hay estudios que indiquen el porcentaje de glucósidos de los extractos 

evaluados; los componentes principales de los glucósidos son el steviósido y el 

rebaudiósido A, por ello la importancia de cuantificarlos. 

 

3.4 Steviósido y rebaudiósido A 

Los glucósidos de steviol o steviósidos, son endulzantes naturales encontrados en las 

hojas de S. rebaudiana y sus principales componentes son el steviósido y el 

rebaudiósido A. El steviósido es un glucósido diterpénico, comprendiendo de una 

aglicona de steviol y tres moléculas de glucosa. Además del steviósido, varios 

compuestos dulces, como el steviobiósido, rebaudiósido A, B, C, D, E y el dulcósido 

A, han sido aislados de la hoja Stevia rebaudiana. Todos éstos glucósidos 

diterpénicos, tienen las misma estructura vertebradora (steviol) pero se diferencian en 

las cadenas de hidrato de carbono en las posiciones C13 y C19, como se muestra en 

la figura 1 (Chatsudthipong et al., 2009). 

Los componentes principales de la hoja son el steviósido (que es aproximadamente el 

5-10 % del peso seco total), el rebaudiósido A (2-4 %), el rebaudiósido C (1-2 %) y 

dulcósido A (0.4-0.7 %) (Chatsudthipong et al., 2009).  

Diversos autores señalan que la concentración de estos en la planta aumenta o 

disminuye, dependiendo de factores que la alteran, por ejemplo cuando la planta está 

en floración la concentración de los steviósidos disminuye (Kuntal et al., 2009), es por 

ello la importancia de colectar las hojas, dado que en ellas se encuentra la mayor parte 

de glucósidos y deben ser recolectadas antes de la floración. La variedad de la planta 

es otro factor influyente, en estudios previos sobre las variedades de Stevia rebaudiana 

Bertoni, se determinó que la variedad Stevia rebaudiana Bertoni morita posee mayor 

concentración de glucósidos (Singh et al., 2012). Por lo anterior, es importante 

determinar la concentración de glucósidos en la planta. 
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Figura 1. Estructuras químicas de los principales metabolitos de los glicósidos 

de steviol (Tada, 2013) 

 

3.4.1 Determinación de glucósidos de steviol por HPLC 

Aunque se ha estudiado la propiedad antimicrobiana de Stevia rebaudiana Bertoni 

pocos son los estudios que dan a conocer las concentraciones de glucósidos 

presentes en sus extractos.  Se han reportado muchos métodos de análisis para la 

separación y cuantificación de los glucósidos de steviol. Sin embargo, el método más 

simple y más fiable es la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). La primera 

separación por HPLC con éxito de steviósido y rebaudiósido A fue reportado por 

Hashimoto en 1978, donde usaron una columna empaquetada hidrófila Shodex Ohpak 

M-414 y detectaron sólo steviósido y rebaudiósido A. Ahmed y Dobberstein (1982) 

desarrollaron un método para la separación y cuantificación de los ocho glucósidos 

diterpenos conocidos de Stevia rebaudiana, el steviósido, steviobiósido, rebaudiósido 

A-E, y dulcósido A. Donde utilizaron dos columnas I-125 de proteína en serie. En 2010 

Woelwer-Rieck realiza la separación en una columna analítica Luna HILIC. Las 

desventajas significativas que presenta su método son una alta concentración de 
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acetonitrilo de 85% volumen y el hecho de que sólo los grandes glucósidos de steviol, 

rebaudiósido A y steviósido, se detectaron en alta resolución (Bergs et al., 2012).  

 

3.5 Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 

Para conocer la sensibilidad de una bacteria a determinado agente antibacterial y la 

concentración de este, se determina la concentración mínima inhibitoria (CMI), que ha 

sido uno de los indicadores más utilizados en la terapia antimicrobiana durante 

décadas. Se define como “la concentración más baja de droga que inhibe el 

crecimiento visible de microorganismos entre las 18 y 24 horas de cultivo” y es 

expresada en mg/mL (CLSI, 2006). 
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4. JUSTIFICACIÓN 

 

La resistencia a los antibióticos en uso es un problema de salud pública; el uso de 

bactericidas químicos aunque son eficaces llegan a participar en la resistencia 

bacteriana. Algunos estudios han demostrado que bacterias como Pseudomona sp y 

Staphylococcus sp  que se aislan frecuenytemente del aire, tienen la habilidad genética 

para transferir y adquirir factores de resistencia a diferentes sustancias puesto que 

ambas poseen plásmidos de resistencia, los cuales les confiere la capacidad de 

adaptarse rápidamente a cambios ambientales. Hoy en día se han propuesto 

alternativas para el control de microrganismos en las que se han utilizado compuestos 

naturales por ejemplo los metabolitos secundarios obtenidos de plantas. Se ha 

demostrado que extractos de Stevia rebaudiana Bertoni contienen compuestos que 

presentan actividad antimicrobiana frente a un amplio número de bacterias de origen 

intrahospitalario o clínico, mientras que hay pocos estudios de estos extractos sobre 

bacterias aisladas del ambiente, sin que se mencione el porcentaje de glucósidos de 

steviol presentes en los extractos evaluados o que se tenga una idea clara del o los 

componentes responsables de la actividad antimicrobiana. 
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general 

Evaluar la actividad antibacteriana de extractos de Stevia rebaudiana Bertoni sobre 

cepas ambientales de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y 

Pseudomonas aeruginosa. 

 

5.2 Objetivos particulares 

 Obtener extractos de Stevia rebaudiana Bertoni con diversos disolventes como 

agua, etanol, tetracloruro de carbono y hexano. 

 Evaluar la sensibilidad a antibióticos de las cepas ambientales en estudio, 

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas 

aeruginosa. 

 Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos obtenidos sobre las cepas 

ambientales por el método de difusión en pozo y extendido en superficie. 

 Determinar la concentración mínima inhibitoria de los extractos más efectivos. 

 Cuantificar la concentración de steviósido y rebaudiósido A de los extractos con 

actividad antimicrobiana mediante HPLC. 

  



16 
 

6. DIAGRAMA DE TRABAJO 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

Material de vidrio y reactivos de grado analítico, los necesarios para cada 

determinación. 

Para el proceso de HPLC se utilizaron reactivos grado HPLC y estándares de 

steviósido y rebaudiósido A (TCI®), proporcionados por el CIBA de Tlaxcala. 

 

7.1 Material biológico 

Hojas secas de Stevia rebaudiana Bertoni proporcionadas por el CIBA de Tlaxcala. 

Cepas bacterianas proporcionadas por el Depto. de Microbiología de la Facultad de 

Ciencias Químicas BUAP, aisladas del aire y Staphylococcus epidermidis, resistente a 

meticilina, donada por el Hospital Ángeles de Puebla (cepa 80299). 

Tabla 2. Cepas bacterianas 

Staphylococcus 
aureus 

Staphylococcus 
epidermidis 

Pseudomonas 
aeruginosa 

ATCC 25923 Cepa 80299 ATCC 27853 

Cepa 921 Cepa 965 Cepa RO3 

 Cepa 982 Cepa RO4 

 Cepa 735  

 

7.2 Métodos 

En la tabla 2 se muestran los métodos empleados. 

 

Tabla 3. Métodos y referencias 

Determinación Técnica Referencia 

Extracción Método Soxhlet. 

Método de cocción. 

Modificado de Kuntal et 

al., 2009. 

Bioensayo (evaluación 

antimicrobiana) 

Difusión en pozo y 

extendido en superficie. 

Modificado de Sumit et 

al., 2008. 

Concentración mínima 

inhibitoria (MIC) 

Método de dilución en 

agar. 

Modificado de Koneman, 

2008. 

Cuantificación de 

extractos 

Cuantificación por HPLC Modificado de Bergs et 

al., 2012. 
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8. METODOLOGÍA 

8.1 Acondicionamiento de la materia prima 

A partir de hojas secas de Stevia rebaudiana, se seleccionaron las hojas de acuerdo 

a la presencia o ausencia de fracciones negras, las cuales fueron removidas. 

Posteriormente las hojas secas se pulverizaron con ayuda de un mortero hasta tener 

un polvo fino. El pulverizado se almacenó a temperatura ambiente en bolsas con 

sellado hermético hasta su uso. 

 

8.2 Obtención de los extractos 

Se colocaron 25 gramos de hoja seca y pulverizada en 100 ml de cada disolvente por 

separado: etanol (002), tetracloruro de carbono (003) y hexano (004) en un equipo 

Soxhlet durante 5 horas. Se realizó la concentración de los extractos por medio de un 

rotavapor a condiciones de temperatura específicas para cada disolvente, hasta que 

no quedó residuos aparentes de disolvente. Para el extracto acuoso (001) se utilizó la 

técnica de cocción en la cual se colocó 25 gramos del pulverizado de hojas en 100 ml 

de agua destilada y se mantuvo en agitación mecánica aproximadamente a 220 rpm  

durante 24 horas; el sobrenadante se utilizó como extracto. Cada concentrado se 

almacenó a temperatura ambiente en frascos herméticos color ámbar. 

 

8.3 Pruebas de susceptibilidad a antibióticos 

Para conocer las características de resistencia de las cepas utilizadas se realizaron 

pruebas de susceptibilidad a antibióticos, por el método de Kirby-Bauer, en placas Petri 

con agar Mueller Hinton. Los antibióticos utilizados fueron, para las cepas de 

Staphylococcus: Piperacilin-Tazobactam, Cefepime, Gatifloxacina, Vancomicina, 

Tetraciclina, Ofloxacina, Ampicilina y Dicloxacilina; y para Pseudomonas Piperacilin, 

Cefepime, Meropenem, Ofloxacina, Gatifloxacina, Piperacilin-Tazobactam, 

Aztreonam, Imipenem y Gentamicina. Las placas se incubaron de 18 a 24 horas a 

37ºC. Cada prueba se realizó por duplicado. 
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8.4 Bioensayo de la actividad antimicrobiana de los extractos de Stevia 

rebaudiana Bertoni 

La actividad antibacteriana de los extractos obtenidos, 001, 002, 003 y 004, se 

determinó sobre las cepas ambientales de Staphylococcus aureus, Staphylococcus 

epidermidis y Pseudomonas aeruginosa, utilizando el método de difusión en pozo y 

extendido en superficie. Para lo cual se inoculó la cepa, a una concentración de 1.5 x 

108 células/mL, correspondiente al tubo 0.5 del nefelómetro de McFarland, sobre 

placas de agar Mueller Hinton con pozos. Dentro de cada pozo se colocó cada extracto 

a probar y un control negativo (SSI esterilizada), como control positivo se utilizó 

Vancomicina e Imipenem para Staphylococcus y Pseudomonas respectivamente. Las 

placas fueron incubadas a 37ºC de 18 a 24 horas, al cabo de este tiempo se midió el 

tamaño de los halos de inhibición. Cada ensayo se realizó por triplicado. 

 

8.5 Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria 

Se probaron dos métodos para esta determinación, una por dilución en caldo y otra 

por dilución en agar. Para la evaluación en caldo, se realizaron varias diluciones del 

extracto en tubos con caldo nutritivo (1/10, 0.8/10, 0.5/10, 0.3/10 y 0.1/10), después se 

agregó una suspensión bacteriana estandarizada correspondiente al tubo 0.5 del 

nefelómetro de McFarland. En ese momento se realizó una primera lectura de turbidez 

de todos los tubos, después 24 horas a 37ºC se realizó una segunda lectura, para 

determinar si hubo crecimiento bacteriano o si la turbidez se había mantenido.  

Para la dilución en agar, se inoculó un volumen estandarizado de una suspensión 

bacteriana con concentración de 1.5 x 108 células/mL, y agua destilada, como control 

negativo, en una serie de placas de agar Mueller Hinton, cada una de las cuales 

contenía una concentración diferente de extracto (1/10, 0.8/10, 0.5/10, 0.3/10 y 0.1/10). 

Las placas fueron incubadas por 24 horas a 37ºC; pasado el tiempo de incubación se 

interpretó como positivo si no se observó crecimiento en el sitio de inoculación. 

Se descartó la técnica de dilución de caldo debido a que los extractos presentan 

coloración que interfiere en la lectura de turbidez 
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8.6 Cuantificación de los glucósidos de Stevia rebaudiana Bertoni por HPLC 

Cada extracto se diluyó en una relación de 0.1:1 (w/v) con agua grado HPLC, 

posteriormente se inyectó en el cromatógrafo siguiendo el método modificado de Bergs 

2012, el cual consiste en el uso de software de Chem lab y uso de detector DAD. La 

columna utilizada fue una Reverse Phase C18 (1800 x 4.0 mm, 5µm) con una fase 

móvil isocrática de agua (agua a 18MΩ acidulada con HCl a pH 2.75) con acetonitrilo 

desgasificado en una relación de 65:35 con un flujo de 1mL/min a temperatura 

ambiente y con un tiempo de corrimiento de 15 minutos. Los picos obtenidos se 

compararon con  los estándares de steviósido y rebaudiósido A (TCI®). 
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9. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

9.1 Obtención de extractos 

El rendimiento que se logró para el extracto acuoso fue de 94.8 g %, que es mayor a 

lo reportado por Manish, 2006, Kuntal, 2009 y Sumit, 2008. Con el extracto hexánico 

se tuvo un rendimiento de 6.4 g %, que es mayor a lo obtenido por Manish, 2006 (Tabla 

4). Sin embargo, el rendimiento del extracto etanólico y del extracto tetraclorado, de 

10.8 g % y 9.2 g % respectivamente, fue menor que lo obtenido por Kuntal, 2009 y 

Sumit, 2008 (Tabla 4).  

 

Tabla 4. Rendimiento obtenido por diversos autores (g %) 

Agua Metanol Etanol Acetato de etilo Tetracloruro 
de carbono 

Hexano 

Rto. Ref. Rto. Ref. Rto. Ref. Rto. Ref. Rto. Ref. Rto. Ref. 

94.8 Autor 30.2 Manish, 
2006. 

30 Sumit, 
2008. 

20 Sumit, 
2008. 

9.2 Autor 6.4 Autor 

50 Sumit, 
2008. 

26.2 Kuntal, 
2009. 

24.8 Kuntal, 
2009. 

10.31 Manish, 
2006. 

  1.74 Manish, 
2006. 

28 Kuntal, 
2009. 

25.8 Kuntal, 
2009. 

18.9 Kuntal, 
2009. 

      

26.4 Kuntal, 
2009. 

  10.8 Autor       

22.44 Manish, 
2006. 

          

 

(1𝑔)(𝑔 𝑜𝑏𝑡𝑒𝑛𝑖𝑑𝑜𝑠 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛)

(𝑔 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 𝑣𝑒𝑔𝑒𝑡𝑎𝑙 𝑠𝑒𝑐𝑜)
 𝑥 100 = 𝑔 % 

Ecuación 1. Fórmula para cálculo de rendimiento 
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9.2 Sensibilidad a antibióticos 

A las 24 horas de incubación se midió los halos de inhibición en milímetros y se 

comparó con los resultados obtenidos por Holt, 1994 (Tabla 5). Se determinó que 

cuatro cepas de Staphylococcus presentan resistencia (R) a Dicloxacilina y que la cepa 

735 posee susceptibilidad intermedia (I) a Cefepime y Ampicilina; corroborando que 

estas bacterias han adquirido factores de resistencia. 

 

Tabla 5. Sensibilidad antibacteriana de las cepas de Staphylococcus 

Antibiótico Cepas 

 S. 

aureus

921 

S. 

epidermidis 

965 

S. 

epidermidis 

982 

S. 

epidermidis 

735 

Piperacilin-Tazobactam S S S S 

Cefepime S S S I 

Gatifloxacina S S S S 

Vancomicina S S S S 

Tetraciclina S S S S 

Ofloxacina S S S S 

Ampicilina S S S I 

Dicloxacilina R R R R 

S: Sensible; I: Intermedio; R: Resistente 
Cepas control: Staphylococcus aureus ATCC 25923; Staphylococcus epidermidis ATCC 80299. 
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En la Tabla 6 se observa que todas las cepas de Pseudomonas son sensibles (S) a 

los antibióticos evaluados, a pesar de ser una especie rica en plásmidos de resistencia. 

 

Tabla 6. Sensibilidad antibacteriana de las cepas de Pseudomonas 

Antibiótico Cepas 

 P. aerugonisa 
RO3 

P. aerugonisa 
RO4 

Piperacilin S S 

Cefepime S S 

Meropenem S S 

Ofloxacina S S 

Gatifloxacina S S 

Piperacilin-Tazobactam S S 

Aztreonam S S 

Imipenem S S 

Gentamicina S S 

S: Sensible. 
Cepa control: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 
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9.3 Actividad antimicrobiana de los extractos de Stevia rebaudiana Bertoni 

 

Inicialmente se valoró la susceptibilidad/resistencia de las bacterias en estudio, a los 

diferentes disolventes utilizados para la extracción con la finalidad de descartar 

posibles efectos bactericidas. Los resultados indican que las bacterias no presentan 

inhibición de su crecimiento por la presencia de los disolventes. 

Para determinar el porcentaje de inhibición se utilizó la fórmula empleada por Martínez 

en 1996, Ecuación 2. 

 

% 𝑒𝑓𝑒𝑐𝑡𝑜 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑜𝑟𝑖𝑜 =  
𝑚𝑒𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 ℎ𝑎𝑙𝑜 𝑑𝑒 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛

𝑑𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 ℎ𝑎𝑙𝑜 𝑑𝑒 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 
𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑝𝑜𝑠𝑖𝑡𝑖𝑣𝑜

 𝑥 100  

Ecuación 2. Porcentaje de efecto inhibitorio 

 

El porcentaje de inhibición bacteriano más alto obtenido por el extracto acuoso fue, 

para una cepa de Staphylococcus epidermidis (965), de 84%, mientras que no mostro 

actividad inhibitoria para Pseudomonas aeruginosa (RO 3 y RO 4). El extracto 

etanólico alcanzó inhibición de 55% y 56% para cepas de Staphylococcus epidermidis 

(965) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923) respectivamente, y no tuvo actividad 

antibacteriana frente a Staphylococcus epidermidis (735) y Pseudomonas aeruginosa 

(RO 4). Los resultados del extracto tetraclorado muestran porcentajes de inhibición 

cercanos entre Staphylococcus epidermidis (965 y 982) y Staphylococcus aureus 

(ATCC 3) de 31%, 32% y 33% respectivamente, sin embargo no existe actividad 

inhibitoria frente a Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853 y RO 3). Cabe resaltar la 

actividad antibacteriana del extracto hexánico que logró inhibir el crecimiento de todas 

las cepas evaluadas, siendo 61% el más alto para Staphylococcus aureus (921) y 23% 

el más bajo para Pseudomonas aeruginosa (RO 3) (Tabla 7). Las diferencias en la 

sensibilidad de estas bacterias a los extractos de S. rebaudiana puede deberse 

particularmente a las diferencias entre géneros y especies y a las distinciones entre la 

organización de la pared celular (Loesche, 1986; Marcotte y Lavoie, 1998). 
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Tabla 7. Actividad antimicrobiana (%) de los diversos extractos de Stevia 
rebaudiana Bertoni contra cepas bacterianas evaluadas 

Cepa Extracto 

acuoso 

Extracto 

etanólico 

Extracto 

tetraclorado 

Extracto 

hexánico 

S. aureus ATCC 25923 58.45 55.71 32.88 51.14 

S. aureus 921 37.04 22.79 29.91 61.25 

S. epidermis 982 54.63 50.73 32.52 50.73 

S. epidermis 735 14.29 0.00 14.29 44.44 

S. epidermis 965 84.44 54.81 31.11 42.96 

P. aeruginosa ATCC 27853 29.11 46.58 0.00 45.12 

P. aeruginosa RO 3 0.00 16.51 0.00 22.86 

P. aeruginosa RO 4 0.00 0.00 12.50 43.75 
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9.4 Concentración mínima inhibitoria 

La CMI del extracto acuoso para Staphylococcus aureus (921) es de 4 mg/mL, 1.2 

mg/mL para Staphylococcus epidermidis (80299 y 965) y 40 mg/mL para 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), menor a lo reportado por Manish, 2006, 50 

mg/mL, pero no supera lo obtenido por Kuntal, 2009 que fue de 0.3 mg/mL.  

La CMI lograda por el extracto etanólico para Staphylococcus aureus (921) es de 0.161 

mg/mL, 0.268 mg/mL para Staphylococcus epidermidis (80299) y 5.36 mg/mL para 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853 y RO3), menor que lo obtenido por Kuntal, 

2009 que fue de 0.3 mg/mL.  

La CMI del extracto tetraclorado para Staphylococcus aureus (921) es de 0.23 mg/mL 

y 2.3 mg/mL para Staphylococcus epidermidis (80299, 965, 982 y 735) y Pseudomonas 

aeruginosa (RO4). 

La CMI del extracto hexánico para Staphylococcus aureus (921) fue de 0.011 mg/mL 

y 1.06 mg/mL para Staphylococcus epidermidis (80299, 965, 982 y 735) y 

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853, RO3 y RO4) menor que lo obtenido por 

Manish, 2006, de 50 mg/mL. Sin embargo se observa que el extracto hexánico fue el 

que logró inhibir a todas las cepas con las concentraciones más bajas (Tabla 8) 

demostrando su capacidad de inhibir a las cepas evaluadas. 

Una mayor susceptibilidad a los diferentes extractos puede deberse a la estructura 

celular de la pared o a la presencia de una sustancia o mezcla sinérgica en los 

extractos que puede penetrar a la bacteria fácilmente y producen un daño mayor 

(Murphy, 1999; Sparg et al., 2004). Se necesitan estudios adicionales en el 

aislamiento, caracterización e identificación de sustancias presentes en los extractos. 
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Tabla 8. Concentración mínima inhibitoria (en mg/mL) 

  Cepa Extract

o 

acuoso  

Extracto 

etanólico 

Extracto 

tetraclorado 

Extracto 

hexánico 

S. aureus ATCC 25923 40 5.36 2.3 1.06 

S. aureus 921 4 0.161 0.23 0.011 

S. epidermis 80299 1.2 0.268 2.3 1.06 

S. epidermis 965 1.2 0.429 2.3 1.06 

S. epidermis 982 40 5.36 2.3 1.06 

S. epidermis 735 40 * 2.3 1.06 

P. aeruginosa ATCC 27853 40 5.36 * 1.06 

P. aeruginosa RO 3 * 5.36 * 1.06 

P. aeruginosa RO 4 * * 2.3 1.06 

* No existe actividad antibacteriana 
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9.5 Cuantificación de steviósido y rebaudiósido A por HPLC 

Para determinar la concentración de glucósidos presentes en los extractos analizados 

se utilizó la fórmula utilizada por Canuas, 2015 Ecuación 3 y 4. 

 

𝑆𝑡𝑒𝑣𝑖ó𝑠𝑖𝑑𝑜 =  
área bajo la curva –  48.465

1399.2
  

Ecuación 3. Fórmula para calcular mg/muestra de Steviósido 

 

𝑅𝑒𝑏𝑎𝑢𝑑𝑖ó𝑠𝑖𝑑𝑜 𝐴 =  
área bajo la curva –  17.015

1225.2
 

Ecuación 4. Fórmula para calcular mg/muestra de Rebaudiósido A 

 

En la tabla 9, se observa que el extracto acuoso 001 presenta mayor contenido tanto 

de steviósido como de rebaudiósido A, 9.08 y 40.63 mg/g de hoja respectivamente, 

que el extracto etanólico. Sin embargo, la eficacia del extracto 001 es menor a la 

eficacia de los extractos 002, 003 y 004, que es igual entre si (Anexo A); al contrario 

de lo que Kuntal et al., reportaron en 2009, que mayor acumulación de glucósidos en 

las hojas puede ayudar a la actividad antimicrobiana. Por lo que aún es necesario 

identificar el componente presente en los extractos responsable de la inhibición 

bacteriana. 

 

Tabla 9. Concentración  de steviósido y rebaudiósido A por HPLC (mg/g de hoja) 

 Steviósido Rebaudiósido A 

Extracto acuoso  9.08 40.63 

Extracto etanólico  0.13 0.68 

Extracto tetraclorado -- -- 

Extracto hexánico -- -- 

-- No determinados 
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10. CONCLUSIONES 

 

 El mayor rendimiento de extracción se logró con agua obteniendo 94.8 g %, 

seguido de etanol,  tetracloruro de carbono y hexano, con 10.8, 9.2 y 6.4 g %, 

respectivamente. 

 Las cepas de Staphylococcus en estudio, presentan resistencia a Dicloxacilina 

y sensibilidad intermedia a Ampicilina y Cefepime. 

 El extracto hexánico mostró el efecto inhibitorio con la menor concentración 1.06 

mg/mL, logrando inhibir a todas las cepas evaluadas. 

 El extracto acuoso presentó mayor contenido de steviósido y rebaudiósido A, 

9.08 y 40.63 mg/g de hoja respectivamente, pero no se relacionó con su 

actividad antimicrobiana. 

 Los extractos de Stevia rebaudiana Bertoni presentan un porcentaje de 

inhibición frente a las cepas bacterianas evaluadas de 12 a 84%. 
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11. RECOMENDACIONES 

 

 Fraccionar cada extracto mediante cromatografía en columna. 

 Analizar los eluatos obtenidos mediante cromatografía de capa fina. 

 Realizar pruebas antimicrobianas con cada fracción obtenida. 

 Identificar y caracterizar la o las fracciones con actividad antimicrobiana. 

 Desarrollar antisépticos elaborados a partir de componentes de Stevia 

rebaudiana Bertoni. 
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13. ANEXOS 

Anexo A. ANOVA unidireccional: Extracto 001, Extracto 002, Extracto 003, 

Extracto 004. (Minitab 17) 

Método 
 
Hipótesis nula          Todas las medias son iguales 
Hipótesis alterna       Por lo menos una media es diferente 
Nivel de significancia  α = 0.05 
 
Se presupuso igualdad de varianzas para el análisis. 
 
 
Información del factor 
 
Factor  Niveles  Valores 
Factor        4  Extracto 001, Extracto 002, Extracto 003, Extracto 004 
 
 
Análisis de Varianza 
 
                SC 
Fuente  GL  Ajust.  MC Ajust.  Valor F  Valor p 
Factor   3    1922      640.8     6.01    0.002 
Error   32    3413      106.7 
Total   35    5336 
 
 
Resumen del modelo 
 
                     R-cuad.  R-cuad. 
      S  R-cuad.  (ajustado)   (pred) 
10.3277   36.03%      30.03%   19.04% 
 
 
Medias 
 
Factor        N  Media  Desv.Est.     IC de 95% 
Extracto 001  9  18.49      20.44  ( 11.48, 25.50) 
Extracto 002  9  2.478      2.738  (-4.535, 9.490) 
Extracto 003  9  1.559      1.114  (-5.453, 8.571) 
Extracto 004  9  0.943      0.350  (-6.069, 7.956) 
 
Desv.Est. agrupada = 10.3277 
 
  

Comparaciones en parejas de Tukey  
 
Agrupar información utilizando el método de Tukey y una confianza de 95% 
 
Factor        N  Media  Agrupación 
Extracto 001  9  18.49  A 
Extracto 002  9  2.478    B 
Extracto 003  9  1.559    B 
Extracto 004  9  0.943    B 
 
Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 
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Anexo B. Cromatogramas de steviósido y rebaudiósido A de diferentes extractos 

de Stevia rebaudiana Bertoni 

 

Figura 2. Cromatograma de estándar de steviósido (5.443 min) y rebaudiósido 

A (5.158 min) 

 

Figura 3. Cromatograma de steviósido (5.179 min) y rebaudiósido A (4.915) del 

extracto acuoso 
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Figura 4. Cromatograma de steviósido (5.140 min) y rebaudiósido A (4.886) del 

extracto etanólico 

 


