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RESUMO

Foram estabelecidos parametros analiticos para padroes de
esteviosideos, alem da obtengao e purificacao dos mesmos, e propos
ta a metodologia para a determinagao quantitativa de esteviosideos
por espectrofotometria no ultra-violeta.

A determinacao quantitativa de esteviosideos por espectro
fotometria em 208nm, usando o alcool etilico como solvente, apresen
tou boa precisao relativa, com erro analitico de 1,5%.

0s parametros estabelecidos na caracterizacao dos padroes
foram: intervalo de fusao de 197-200°C; Rf dos cromatogramas ao re
dor de 0,58; pico maximo de absorgao em 208nm em alcool etilico; ab
sortividade molar superior a 4000 em 208nm.

SUMMARY

PAGLIOSA, F.M.; SILVA, M.C.M.; VINADE, M.E.C. and FRIZZO, S.M.B.
Analytical Standars and Quantitative Analysis of Steviosi
des. Ciencia e Natura, 7:49-56.

It was established analytical parameters for steviosides
standard, besides the obtainment and purification of theses parame
ters:

The metodology for quantitative determination was proposed
for the stevioside analysis in spectrofotometry U.V.

The quantitative analysis by spectrofotometry was in 208nm,
in ethilic alcool. The curve of calibration presented good relative
precision, with analytical error 1.5%.

The parameters established in caracterization of standars
was: m.p: 197-200°C; Rf around of 0.58; maximum absorption in 208nm
and molar absortivity higher 4000 in 208nm.

INTRODUGAO

A Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni & uma planta de gran
de importancia dada as possibilidades do uso do glicosidio estevio
sideo como adogante. A Stevia tém despertado interesse especial, nao
s0 quimico, mas, tambem biologico, fisiologico e farmacologico.

A obtencao de padroes de esteviosideos torna-se necessa
ria devido a escassez deste produto padrao no mercado internacional,
0 que contribui para o alto custo, alem das dificuldades de importacao.
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Obteve-se nesta pesquisa padroes locais com a comprovacao necessaria dos metodos
para a identificacao e caracterizagao, encontrades na literatura.

Foram estabelecidos neste trabalho, parametros analiticos
para os padroes de esteviosideos, alem da obtencao destes padroes.
E preconizada também a metodologia para a determinacao quantitativa
por espectrofotometria no U.V. Esse metodo que consiste em uma reta
de calibragao, confeccionada com padroes analiticos comprovados,ser
vira para o controle de qualidade de esteviosideos requerido no con
trole industrial do produto ou em amostras comerciais.

0 primeiro quimico que extraiu o principio doce contido
em Stevia rebaudiana foi REBAUDIO (12).

RASENACK (11) extraiu e purificou o adocante, bem como o
produto da hidrolise, propondo as respectivas formulas moleculares:
C e C30H4005.

BRIDEL e LAVIELLE (3), continuaram os estudos procedendo
a extracao e purificacao do adocante, obtendo um rendimento de 6%.
Deste adogante fizeram a hidrolise acida. obtendo glicose e esteviol.

42172021

Desenvolvendo os estudos de extracao do adocante, GATONI
(5) desenvolveu um metodo de extracdao por meio de bactérié com cama
ra de difusio. -

WOOD et alii (16) em 1956, extrairam esteviosideo de fo
lhas secas de Stevia rebaudiana por meio de percolato e purificara;
com dioxano e metanol.

Em 1975, SAKAMOTO et alii (14) dosaram o esteviosideo por
cromatografia em camada delgada. MITSUHASHI et alii (9, 10) preconi
zaram a cromatografia gasosa (1iquido-gas) para a determinacao do
teor de esteviosideo na forma de ester de esteviol. KHODA et alii
(8), realizaram estudos de novos adogantes de Stevia e obtiveram tam
bem varios produtos de hidrolise desses adocantes. HODGE e INGLETT
(7), e CHEN et alii (4) analisaram o esteviosideo por cromatografia
de alta pressao. SUGISAWA et alii (15) determinaram a quantidade de
esteviosideo por espectrofotometria em 313 nm, pela absorbancia do
produto da hidrolise acida. HASHIMOTO et alii (5) separaram os com
postos de Stevia, por cromatografia 1iquida de alto desempenho. AN
GELUCCI (1), fez a identificagao do esteviosideo por espectrofotome
tria U.V. em 244 nm, em dioxano. Utilizou também para a identifica
cao o ponto de fusao, espectros I.R. e de massa.

Continuando os estudos desta planta, SAKAGUCHI e KANT(13ﬁ
apresentaram a constituicao do adecante, bem como as suas respecti
vas estruturas e denominacoes quimicas. Descreveram alguns metodos
para a dosagem de esteviosideo, tais como a cromatografia em camada
e outros metodos semi-quantitativos. A determinacao quantitativa foi
feita por cromatografia gasosa e de alto desempenho (HPLC) que sao
metodos de maior precisao que a camada delgada. Este trabalho de
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SAKAGUCHI e KANT (13) entretanto, nao inclue a espectrofotometria U.V.

Nesta pesquisa €& preconizado o método de determinacao quan
titativa do esteviosideo por espectrofotometria U.V. em 208nm, em
alcool etilico, por se tratar de um método rapido, economico e pre
ciso.

MATERIAL E METODO

0 material em estudo constitui-se no esteviosideo extrai
do de Stevia rebaudiana (Bert) Bertoni, cultivada junto ao Departa
mento de Fitotecnia no Campus da UFSM.

A extragao do esteviosideo baseou-se no método de KHODA
(8), modificado. A planta seca, moida e pesada foi submetida a ex
tragao com metanol a 70%. 0 residuo, entao, foi concentrado e lava
do com eter sulflrico, sendo a fragao aquosa extraida com n-butanol.
A fragao butanolica foi concentrada e o residuo submetido a recris
talizagoes sucessivas em metanol, até se obter o esteviosideo pa
drao.

A identificacao e caracterizacao do produto foram feitas
pela determinacao do Intervalo de fusao, do Rf e pela espectrosco
pia no U.V.

0 Rf foi determinado por cromatografia em camada delgada
em silica gel, o eluente empregado foi butanol:metanol:agua (8:1:1),
e 0 revelador iodo.

As determinacoes quantitativas dos esteviosideos foram fei
tas por espectrofotometria no U.V., confeccionadas as retas de cali
bracao com os padroes analiticos e aplicado o método dos quadrados
minimos.

Foram testados varios solventes para a diluigao dos este
viosideos como o dioxano, alcool e a agua desionisada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

0 rendimento de extracao, apo0s sucessivas recristalizagoes
em metanol, em relacao a quantidade de planta utilizada para a ex
tracao foi de 2,58%. A importancia desta extragao esta, nao no seu
rendimento mas, na pureza do produto obtido, pois o objetivo deste
trabalho e a obtencao de padroes analiticos. Os padroes obtidos em
comparacgao com os padroes analiticos importados tiveram um ndice
de 99,98 - 99,99% de pureza.

0 intervalo de fusao para os esteviosideos padroes obti
dos foi de 197 - 200°C em concordancia com a padrao de referencia
que & de 196 - 198°cC.

0 Rf dos cromatogramas foi 0,58.

0s espectros de absorcao no U.V. apresentaram absorgao mé
xima em 205nm quando o solvente foi a agua desionizada. Este espectro
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esta na Figura nQ 1. A absortividade molar ¢ = 2612,9 mol/1.cm.

x'!mx.
205 nm

Yo 27

0,0 T T T T T T T T

T
190 220 250 280 310 340 370 400 430 knm

Figura 1. Espectro de absorgao do esteviosideo padrao (50mg%)em agua
desionizada em 205nm.

0 pico de absorcao maxima em alcool etilico para os pa
droes foi em 208nm de acordo com a Figura nQ 2. A absortividaue mo
lar € = 4245,7 mol/1.cm.

Em dioxano o Xmax foi em250nm, como mostra a Figura nQ 3.
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A absortividade molar € = 204,1 mol/1.cm.
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Figura 2. Espectro de absorgao do esteviosideo padrao (25%) em al
cool etilico em 208nm.

As solugOes aquosas sao muito instaveis nao apresentando
boa reprodutibilidade de resultados enquanto que as solugoes alcooli
cas sao estaveis por varios dias. 0 dioxano apresenta o valor da ab
sortividade molar muito baixo.

A reta de calibracao para a determinagao quantitativa (Fi
gura n? 4), foi confeccionada com os esteviosideos padroes obtidos,
em 208nm usando o alcool etilico como solvente. 0s dados experimen
tais para aplicacao do método dos quadrados minimos, estao na Tabe
la I.
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Figura 3. Espectro da absorgao do esteviosideo padrao (20m%) em dio

Figura 4.

xano em 250nm.
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Reta de Calibracao para determinacao de esteviosideos

208nm em alcool etilico.
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TABELA I. DADOS EXPERIMENTAIS DA RETA DE CALIBRAGAO PARA A APLICACAD
DO METODO DOS QUADRADOS MINIMOS.

Sol. Absorbancia Conc.g%
no y X x2 y2 Xy
1 0,15000 0,01500 0,000225 0,02250 0,002250
2 0,29000 0,03000 0,000900 0,08410 0,008700
3 0,44000 0,04500 0,002025 0,19360 0,019800
4 0,57500 0,06000 0,003600 0,33060 0,034500
5 0,72500 0,07500 0,005625 0,52560 0,054370
6 0,86000 0,09000 0,008100 0,73960 0,077400
y=3,04000 x=0,31500 x2:0,02047 y2=1,89600 xy=0,19702
0s dados calculados foram: a=0,00077, s(a)=0,002806. A
significancia de (a) foi avaliada pelo Teste "t" student para 0,05%

e 5 graus de liberdade t(S) =2,571 e o t =0,2, por

tabela
tanto o "t" e nao significativo. A precisao absoluta = 0,00080 e a

(5)encontrado

precisao relativa = 1,5%.

A precisao relativa do metodo e muito boa, pois segundo
AYRES (1) os metodos espectrofotometricos nao devem apresentar erros
relativos superiores a 5%.

CONCLUSDES "

1. 0s parametros estabelecidos para a caracterizacao dos
padroes analiticos foram: intervalo de fusao de 197 - 200%C; Rf dos
cromatogramas ao redor de 0,58; pico maximo de absorcao em 208nm
em alcool etilico; absortividade molar superior a 4000 em 208nm.

2. 0 metodo proposto para a determinacao quantitativa de
esteviosideos por espectrofotometria no U.V. em 208nm, usando o al
cool etilico como solvente, apresentou uma precisao relativa muito
boa. 0 valor de "t" nao significativo demonstra a falta de vicio,
comprovando a eficiencia do método.
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