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RESUMEN: Los glucésidos de esteviol (GEs)
son edulcorantes naturales no caldricos con
demanda comercial creciente. A nivel mundial
se ha confirmado que su uso general es seguro.
La principal fuente de obtencion de GEs son
las hojas de Stevia rebaudiana. Las raices
de las plantas son capaces de producir GEs,
pero en el cultivo de raices adventicias in vitro
en suspension (CRAIS) se discute sobre su
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capacidad biosintética. Una estrategia adecuada
de manejo y preparacion de la muestra es
fundamental para resolver controversias en
cuanto a la produccion de compuestos de interés.
El objetivo del presente trabajo fue establecer
una metodologia de extraccion, limpieza y
analisis por infusion directa al modulo de masas
en tandem con trampa de iones y ionizacion
por electroespray (DFI-ESI-IT-MS") que permitié
confirmar la capacidad biosintetica de GEs en una
lina de CRAIS de S. rebaudiana.Se establecio
un sistema de extraccidon hidrometandlica,
seguido de una limpieza del extracto crudo por
extraccion sdlido liquido (SPE) con acetonitrilo-
agua y el analisis de los extractos limpios por
espectrometria de masas permitié identificar los
siguientes GEs: estevidsido, rebaudiésido A 'y
esteviol/isoesteviol. Estos resultados confirmaron
la capacidad de biosintesis de GEs en CRAIS de
Stevia rebaudiana.

PALABRAS CLAVE: Glucosidos de esteviol,
SPE, DFI-ESI-IT-MS", cultivo de raices
adventicias in vitro en suspension.

SYSTEM FOR THE IDENTIFICATION OF
STEVIOL GLYCOSIDES IN A CULTURE
OF STEVIA REBAUDIANAROOTS

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

INTRODUCCION

Los glucésidos de esteviol (GEs) son edulcorantes naturales no caléricos. A nivel
mundial se ha confirmado que su uso general es seguro (JECFA, 2016) y se pronostica
que en 2022 el mercado de GEs sera de alrededor de USD 506 millones (ASKCI, 2017).
Adicionalmente, se han reportado diferentes actividades biolégicas de los GEs como
glucoreguladora, hipotensora, anti-inflamatoria y anticancerigena (Momtazi-Borojeni et al.
2017). La principal fuente de obtencién de GEs son las hojas de Stevia rebaudiana. Debido
a la importancia de la produccion de GEs a partir de S. rebaudiana, diferentes estudios
han reportado el uso de cultivos in vitro en raices como lo son: raices transformadas es
suspensiéon (Pandey et al. 2016) y raices adventicias en suspensiéon (Reis et al. 2011;
Lopes et al. 2016; Reis et al. 2017; Ghazal et al. 2018; Ahmad et al. 2018). Sin embargo,
para el cultivo de raices adventicias in vitro en suspension (CRAIS) se discute sobre su
capacidad biosintética.

El interés en la produccion de GEs en CRAIS es debido a que facilitaria el control de
calidad (al mantener un perfil de produccién estable), ayudaria a la inocuidad del producto
(al evitar las contaminaciones propias del cultivo agricola o convencional) y podria ser
escalado a cultivo en biorreactor. Por tanto, es importante evaluar una estrategia de
extraccion y analisis que aporte informacién sobre la produccion GEs en CRAIS de raices

de S. redaudiana.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fue establecer una metodologia de extraccion, limpieza
y analisis por cromatografia de capa fina e infusion directa al médulo de masas en tandem
con trampa de iones y ionizacién por electroespray (DFI-ESI-IT-MS") que permita confirma
la capacidad biosinteca de GEs en un CRAIS de S. rebaudiana.
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MATERIALES Y METODOS

Establecimiento del cultivo de raices adventicias in vitro en suspension

Para el establecimiento de las raices en medio liquido se colocaron 1.2 g (peso fresco)
de explantes de las raices provenientes de plantulas in vitro de S. rebaudiana (Sanchéz-
Cordova et al. 2019) en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de medio Murashige
& Skoog (MS) a la mitad de concentraciéon (Murashige y Skoog, 1962), suplementado con
2% (p/v) de sacarosa y 0.5 mg/L de acido indolbutirico (IBA), se ajusté el pH a 6.3 previo a
la esterilizacion. Las raices se mantuvieron en fotoperiodo 16/8 (luz/oscuridad) a 25 £ 2° C
a 110 rpm de agitacién orbital.

Extraccidn y limpieza de glucésidos de esteviol

La extraccion de GEs a partir de CRAIS de S. rebaudiana se realiz6 de acuerdo a
la metodologia reportada por Bondarev et al. (2001). La biomasa se liofilizd, se pulverizé y
los GEs se extrajeron dos veces de forma sucesiva con metanol-agua (80:20 v/v), en una
relacion de 10 mL por cada gramo de biomasa (10:1) y se sonicé por 30 min. Posteriormente,
se centrifugd por 15 min a 3500 rpm. Se recuperoé el sobrenadante y se llevé a sequedad.
Para la limpieza del extracto de GEs se utilizaron cartuchos Chromabond® C, ec (500 mg),
siguiendo la metodologia de Woelwer-Rieck et al. (2010) con algunas modificaciones. Los
cartuchos se limpiaron con 3 mL de metanol, se acondicionaron con 6 mL de agua y la
muestra disuelta en acetonitrilo:agua (10:90) se incorporé al cartucho, se eluyé con 3 mL
de agua, 3 ml de acetonitrilo:agua (10:90), se llevé a sequedad por flujo de aire durante 15
min. Los GEs se recuperaron eluyendo con 3 mL de acetonitrilo:agua 80:20. Esta fraccion

se llevo a sequedad hasta llegar a peso constante.

Cromatografia de capa fina

Los extractos de raices de Stevia rebaudiana fueron suspendidos en metanol:agua
(80:20 v/v), se aplicaron en placa de silica gel 60 F254. Se utilizaron como estandares el
rebaudidsido A (1432- Sigma Aldrich) y esteviosido (50956-Sigma Aldrich). Con una fase
movil de acetato de etilo-etanol-acetona-agua (15:3:6:6) (Londhe y Nanaware, 2013). Las
placas se asperjaron con acido fosfomolibdico diluido, seguido de un calentamiento de 2 a
4 min. La identificacion de los GEs en las muestras se llevé acabo por comparacion de los
factores de retencion con los estandares.

Analisis de GEs por DFI-ESI-IT-MSn

Los datos espectrales de masas fueron obtenidos por la técnica de infusion directa

de los extractos limpios a 10, 20 y 30 ppm en un espectrometro de masas con trampa de
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iones LCQ Fleet (Thermo, San Jose, CA, USA) y una interface por electrospray (Thermo,
San Jose, CA, USA) (DFI-ESI-IT-MS") en modo negativo. A una temperatura de capilar de
280 °C, voltaje de spray de 5.00 kV, votaje del capilar de -35 V, lentes de enfoque a -100
V, a un flujo de 10 pL/min y una energia de colisién de entre 20 y 30 %. Las muestras
se analizaron adicionalmente mediante experimentos MS/MS con energia de colision de
entre 20-30% y un tiempo de activacién de 30 ms hasta que ceso la fragmentacion. A
continuacién, los iones producto se sometieron a una mayor fragmentacion en las mismas
condiciones, hasta que no se observaron mas fragmentos. Las sustancias se identificaro

tentativamente utilizando las pérdidas caracteristicas y la comparacién con el patron de
fragmentacién descrito en la literatura y la biblioteca de espectros de masas de MoNA
(MassBank of North América, EE. UU.) y la de European MassBank (NORMAN MassBank)
y finalmente, fueron identificados utilizando sus espectros de masas en comparacion con

estandares de interés.

RESULTADOS

En este trabajo se establecieron condiciones de crecimiento para el cultivo de raices
adventicias in vitro en suspensién (CRAIS) de S. rebaudiana Figura 1A. Se observé que las
raices tomaron una coloracion verde debido a las condiciones de crecimiento en fotoperiodo
16/8 h luz/oscuridad, ademas se observé que la producciéon de biomasa maxima alcanzada
durante los 25 dias de la cinética de crecimiento fue de 10 g_ /L.

f o : P it T
& Y A) B)

& JEsteviosido
[ IRebaudiosido A

Extracto
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Figura 1. Cultivo in vitro y analisis por cromatografia de capa fina (TLC) donde; A) cultivo de raices
adventicias in vitro en suspension (CRAIS) de Stevia rebaudiana a los 25 dias de cultivo y B)
identificacion por TLC de glucésidos de esteviol (GEs) en el extracto crudo de CRAIS de Stevia
rebaudiana.

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

espectrometria de masas no fue posible verificar la produccion de GEs, debido a la baja
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intensidad observada de los iones de interés. Como una estrategia complementaria que
permitiera evaluar mayor cantidad de extracto crudo. Se procedié a realizar un analisis
por cromatografia de capa fina (TLC) donde se comparé el factor de retencién de los
estandares esteviosido y rebaudiosido A con sefiales del extracto crudo. La estrategia,
fue ir incrementado la masa del extracto crudo colocada en los carriles de las placas y fue
posible ver sefales que correspondian a los estandares de GEs al cargar la placa de TLC
con 48 ug de extracto crudo (Figura 1B).

Fragmentos mayores
[M-HT Sustancia
MS? Ms3 Ms*
641; 624; 479; 413;
461; 317 521; 593
965 803 ND ND rebaudiosido?

249; 273,; 180; 113;
299; 231 205

803 317 esteviosido?

317 ND esteviol/isoesteviol®

Tabla 1. Analisis de iones precursores y sus fragmentos correspondientes obtenidos por DFI-ESI-
IT-MS" de extractos de cultivo de raices adventicias in vitro en suspension de Stevia rebaudiana
(modificado de Alvarado-Orea et al., 2020).

a2 Compuestos identificados conclusivamente por comparacion con esta dares.

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

ND no determinado.

Estos resultados evidenciaron la produccion de GEs en CRAIS de Stevia rebaudiana,
mostrando también que estos estaban presentes en baja cantidad. Para confirmar estos
resultados por espectrometria de masas fue necesario implementar una estrategia para
disminuir interferencias propias del extracto crudo, para lo cual, se realizé la limpieza del
extracto crudo por medio de extraccion en fase solida (SPE) y finalmente, para alcanzar
la intensidad de los fragmentos [M-H] necesaria para la identificacién en el analisis por
DFI-ESI-IT-MS", fue necesario incrementar la concentracion de la muestra de 10 ppm
(concentracion habitual en este experimento) a 30 ppm. Con este sistema, que consistié de
la estrategia combinada de espectrometria de masas y limpieza del extracto crudo por SPE
se logré identificar los GEs; esteviosido, el rebaudidsido A y esteviol/isosteviol (Tabla 1) a
partir de un extracto hidroalcoholico de CRAIS de Stevia rebaudiana.

Estos resultados, aportan un sistema de andlisis para CRAIS de Stevia rebaudiana
con potencial aplicacion en otros sistemas de cultivo con problemas similares en la
identificacion de GEs. Aunado a las ventajas del cultivo de raices, como la posibilidad
de llevar a escalamiento, también cabe mencionar que el cultivo de raices es capaz de
incrementar la produccion de compuestos de interés en respuesta a diferentes condiciones

de estrés, como se observé por Alvarado-Orea et al. (2020) con la adicion de H,0,,.
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En un panorama general se ha observado un interés creciente en los cultivos in
vitro de Stevia rebaudiana, de acuerdo a Pastrana-Reyes et al. (2021) quienes revisaron el
avance en el numero de publicaciones al respecto hasta principios del 2021 encontré que
de un total de 68 reportes de cultivos de plantulas, brotes, raices, raices pilosas y callos de
S. rebaudiana, de forma general se encontré que el 48.5% de los casos reporté un aumento
en la produccion de Ges.

CONCLUSIONES

El sistema implementado en este trabajo, que consistié en la extraccién, limpieza
y analisis por cromatografia de capa fina y espectrometria de masas permitié validar la
capacidad de biosintesis de GEs en el cultivo de raices en suspension de S. rebaudiana. Se
recomienda evaluar diferentes condiciones de cultivo, adicion de agentes que induzcan una
mayor produccion de GEs y su establecimiento en biorreactor; lo que permitira establecer
un sistema con una produccion estable e inocuo para la obtencién de GEs. Por otra parte,
realizar la validacién del método establecido y continuar con la etapa de cuantificacio
también se recomienda.
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