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RESUMO
Foram estabelecidos parimetros anall~icos para padrões de

esteviosldeos, alem da obtenção e purificação dos mesmos, e propo~
ta a metodologia para a determinação quantitativa de esteviosldeos
por espectrofotometria no ultra-violeta.

A determinação quantitativa de esteviosldeos por espectr~
fotometria em 208nm, usando o ãlcool etllico como solvente, aprese~
tou boa precisão relativa, com erro analltico de 1,5%.

Os parimetros estabelecidos na caracterização dos padrões
foram: intervalo de fusão de 197-2000C; Rf dos cromatogramas ao re
dor de 0,58; pico mãximo de absorção em 208nm em ãlcool etl1ico; ab
sortividade molar superior a 4000 em 208nm.

SUMMARY
PAGLI OSA, F.M.; SILVA, M.C.M.; VINADE, M.E.C.

Analytical Standars and Quantitative
des. Ciência e Natura, 7:49-56.

and FRIZZO, S.M.B.
Analysis of Steviosi

It was established analytical parameters for steviosides
standard, besides the obtainment and purification of theses param~
te rs .

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

Th e 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: 197-2000C; Rf around of 0.58; maximum absorption in 208nm
and molar absortivity higher 4000 in 208nm.

INTRODUçllO
A Stevia neb au di ana (Bert.) Bertoni é uma planta de gran

de importãncia dada as possibilidades do uso do glicosldio estevio
s Tde o como adoçante. A Stevia têm despertado interesse especial, não
50 qUlmlco, mas, tambêm biológico, fisiológico e farmacológico.

A obtenção de padrões de esteviosldeos torna-se necessa
ri a devi do a escassez deste produto padrão no mercado internacional,
o que contribui para o alto custo, alem das dificuldades de importação.
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Obteve-se nesta pesquisa padrões locais com a comprovação necessarla dos métodos
para a identificação e caracterização, encontrados na literatura.

Foram estabelecidos neste trabalho, parâmetros analíticos
para os padrões de esteviosídeos, alem da obtenção destes padrões.
r preconizada tambem a metodologia para a determinação quantitativa
por espectrofotometria no U.V. Esse método que consiste em uma reta
de calibração, confeccionada com padrões analíticos comprovados,se!
virâ para o controle de qualidade de esteviosídeos requerido no co~
trole industrial do produto ou em amostras comerClalS.

O primeiro químico que extraiu o princípio doce contido
em Stevia pebaudiana foi REBAUDIO (12).

RASENACK (11) extraiu e purificou o adoçante, bem como o
produto da hidrõlise, propondo as respectivas fõrmulas moleculares:
C42H72021 e C30H4005.

BRIDEL e LAVIELLE (3), continuaram os estudos procedendo
a extração e purificação do adoçante, obtendo um rendimento de 6%.
Deste adoçante fizeram a hidrõlise ácida. obtendo glicose e esteviol.

Desenvolvendo os estudos de extração do adoçant~, GATONI
(5) desenvolveu um método de extração por meio de bactéria com cama
ra de difusão.

WOOD et alii (16) em 1956, extraíram esteviosídeo de fo
lhas secas de Stevia pebaudiana por meio de percolato e purificaram
com dioxano e metanol.

Em 1975, SAKAMOTO et alii (14) dosaram o esteviosídeo por
cromatografia em camada delgada. MITSUHASHI et alii (9, 10) preconl
zaram a cromatografia gasosa (líquido-gás) para a determinação do
teor de esteviosídeo na forma de ester de esteviol. KHODA et alii
(8), realizaram estudos de novos adoçantes de Stevia e obtiveram ta~
bém vários produtos de hidrõlise desses adoçantes. HODGE e INGLETT
(7), e CHEN et alii (4) analisaram o esteviosídeo por cromatografia
de alta pressão. SUGISAWA et alii (15) determinaram a quantidade de
esteviosideo por espectrofotometria em 313 nm, pela absorbância do
produto da hidrõlise ácida. HASHIMOTO et alii (5) separaram os com
postos de Stevia, por ctomatografia liquida de alto desempenho. AN
GELUCCI (1), fez a identificação do esteviosideo por espectrofotom~
tria U.V. em 244 nm, em dioxano. Utilizou também para a identifica
ção o ponto de fusão, espectros I.R. e de massa.

Conti nuando os estudos desta planta, SAKAGUCHI e KANT (13):
apresentaram a constituição do adQçante, bem como as suas respectl
vas estruturas e denominações quimica5. Descreveram alguns métodos
para a dosagem de esteviosideo, tais como a cromatografia em camada
e outros métodos semi-quantitativos. A determinação quantitativa foi
feita por cromatografia gasosa e de alto desempenho (HPLC) que são
métodos de maior precisão que a camada delgada. Este trabalho de
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SAKAGUCHI e KANT (13) entretanto, nao inclue a espectrofotometria U.V.
Nesta pesqui sa e preconi zado o metodo de determi nação qua~

titativa do esteviosídeo por espectrofotometria U.V. em 208nm, em
álcool etílico, por se tratar de um metodo rápido, econômico e pr~
ciso.

MATERIAL E METODO
o material em estudo constitui-se no esteviosídeo extraí

do de ,·r.);, ,'c,-"uii", (Bert) Bertoni, cultivada junto ao üe pa r t a
mento de Fitotecnia no Campus da UFSM.

A extraçao do esteviosídeo baseou-se no metodo de KHODA
(8), modificado. A planta seca, moída e pesada foi submetida a ex
tração com metanol a 70~. O resíduo, então, foi concentrado e lav~
do com ê t e r s u l f ii ri c o , sendo a fração aquosa extraída com n-butanol.
A fração butanõlica foi concentrada e o resíduo submetido a recris
talizaçoes sucessivas em metanol, ate se obter o esteviosídeo p~
drão.

A identificação e caracterização do produto foram feitas
pela determinação do Intervalo de fusão, do Rf e pela espectrosc~
pia no U.V.

O Rf foi determi nado por
em sílica gel, o eluente empregado
e o revelador iodo.

As determinações quantitativas dos esteviosídeos foram fe.!..
tas por espectrofotometria no U.V., confeccionadas as retas de cal.!..
bração com os padrões analíticos e aplicado o metodo dos quadrados

cromatografia em camada
foi butanol :metanol :água

delgada
(8:1:1) ,

mínimos.
Foram testados vários solventes para a diluição dos este

viosídeos como o dioxano, álcool e a água desionisada.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O re ndi me n to d e e x t ra çã o, a p õ s s uc e s s iv a s recrista1izações
em metanol, em relação a quantidade de planta utilizada para a ex
tração foi de 2,58%. A importância desta extração estã, não no seu
rendimento mas, na pureza do produto obtido, pois o objetivo deste
trabalho e a obtenção de padrões analíticos. Os padrões obtidos em
comparação com os padrões analíticos importados tiveram um índice
de 99,98 - 99,99% de pureza.

O intervalo de fusão para os esteviosídeos padrões obti
dos foi de 197 - 2000C em concordância com a padrão de referência
que e de 196 - 1980C.

O Rf dos cromatogramas foi 0,58.
Os espectros de absorção no U.V. apresentaram absorção ma

xima em 205nm quando o sol vente foi a água desionizada. Este espectro
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2612,9 mo1/l.cm.está na Figura n9 1. A absortividade molar c
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Figura 1. Espectro de absorção do esteviosideo padrão (50mg%)em água

desionizada em 205nm.
o pico de absorção máxima em álcool eti1ico para os p!

drões foi em 208nm de acordo com a Figura n9 2. A absortividaúe mo
lar c 4245,7 mo1/1 .cm.

Em dioxano o Àmax foi em250nm, como mostra a Figura n93.
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Figura 2. Espectro de absorção do esteviosídeo padrão (25%) em ãl
cool etílico em 208nm.
As soluções aquosas são muito instãveis não apresentando

boa reprodutibilidade de resultados enquanto que as soluções alcoõl.!.
cas são estãveis por vãrios dias. O dioxano apresenta o valor da a~
sortividade molar muito baixo.

A reta de calibração para a determinação quantitativa (F~
gura nQ 4), foi confeccionada com os esteviosídeos padrões obtidos,
em 208nm usando o ãlcool etílico como solvente. Os dados experimen
tais para aplicação do método dos quadrados mínimos, estão na Tabe
1a I.
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Figura 3. Espectro da absorção do esteviosideo padrão (20m%) em dia
xano em 250nm.
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Figura 4. Reta de Calibração para determinação de esteviosideos em
208nm em ãlcool etilico.
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TABELA I. DADOS EXPERIMENTAIS DA RETA DE CALIBRAÇAO PARA A APLICAÇM

DO METODO DOS QUADRADOS r1TNIMOS.

So 1. Absorbância Conc.g%
nQ y 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 i=1,89600 xy=0,19702

Os dados calculados foram: a=0,00077, s(a)=0,002806. A
significância de (a) foi avaliada pelo Teste "tO student para 0,05%
e 5 graus de liberdade t(5)tabe1a=2,571 e o t(S)encontrado=0,2, por
tanto o "tO i não significativo. A precisão absoluta = 0,00080 e a
precisão relativa = 1,5%.

A precisão relativa do mitodo i muito boa, pois segundo
AYRES (1) os mê t o do s espectrofotomitri cos não devem apresentar erros
relativos superiores a 5%.

CONCLUSllES
1. Os parâmetros estabelecidos para a caracterização dos

padrões ana1iticos foram: intervalo de fusão de 197 - 2000C; Rf dos
cromatogramas ao redor de 0,58; pico mâximo de absorção em 208nm
em álcool eti1ico; absortividade molar superior a 4000 em 208nm.

2. O mitodo proposto para a determinação quantitativa de
esteviosideos por espectrofotometria no U.V. em 208nm, usando o ã1
coo1 etilico como solvente, apresentou uma precisão relativa muito
boa. O valor de "tO não significativo demonstra a falta de vicio,
comprovando a eficiência do mitodo.

REFERtNCIAS BIBLIOGRAFICAS
1. ANGELUCCI, E. O esteviosideo de pZantas brasiZeiras de Stevia r~

baudiana Bertoni e a potenciaZidade de seu emprego em aZimen

tos. Ensaios em formuZações hidricas e carbonatadas. São Pau
10, Universidade de São Paulo, Curso de Pôs-Graduação em Ciên
cia dos Alimentos, 1979, 78f. Tese doutorado Ciência dos Ali
mentos.

2. AYRES, G.H. AnaZisis Quimico Cuantitativo. Harper & Row Publishers
Inc., Buenos Aires, 1968, p 486-490.



56
3. BRIDEL, M. & LAVIELLE, R. Sur le principe sucre des feuilles de

Kaã-he-e (Stevia l'ebaudiana Bertoni). Compt. Rend., Acad.Sci.
Paris, 192: 1123-1125, 1931.

4. CHEN, W.S. & YEH, C.S. Preliminary report on the examination of
stevioside by high - pressure liquid chromatography. Tái

Wan T'ang Ye h Yen so Yen Chiu Hui Pao. Ta iwa n , 79:43-48,1978.
5. GATONI, L. et alii. Una pZanta siZvestl'e nativa deZ Pal'aguay

(Stevia l'ebaudiana Bert.) Instituto Agronômico Nacional del
STICA. Assuncion, Paraguay. Setiembre de 1945. 5p. (datil~
grado) .

6. HASHIMOTO, Y. et alii. High - performance liquid chromatographic
determination of Stevia components on a hydrophilic packed
column. J.Chl'omatog., Amsterdam, 161: 403-405, 1978.

7. HODGES, J.E. & UNGLETT, G.E. Structural Aspects of Glisocidic
Sweeteners containing (1 '2) - Linked Disaccharides. In: IN
GLETT, G.E. Symposium Sweeteners. The Avi Publishing Company.
Inc. Connecticut, p 216-234, 1974.

8. KHODA, H. et alii. New swet dipertene glucosides from Stevia r!
baudiana. Phytoahemistl'Y, Oxford, 15: p. ~1-9~3, 197~.

9. MITSUHASHI, H.; UENO, J. & SU~lITAT, T. Studies on cu l t t va tion of
Stevia rebaudiana Bertoni. Determination of stevioside. Yaku

gaku Zasshi, Tokio, 95(1): 127-130, 1975.
10. . Studies on the cultivation of Stevia l'ebaudiana

Bertoni. Determination of stevioside 11. Yakugaku Zasshi, To
ki o , 95(12): 1501-1503, 1975.

11. RASENACK, P. Uber die sUsstoffe des Eupatorium rebaudianum un
des s üs sho lze s Arb. Kai se r l , Ge sun dh , De u t scb lend , 28: 420-
443,1908.

12. REBAUDIO, O. Nota sobre el Kãa-hê-e. Rev.Quim.Farm., Buenos Ai
res, 2, 3, 4, 1980.

13. SAKAGUCHI, M. & KANT, T. As pesquisas japonesas com Stevia re
baudiana (Bert) Bertoni e o esteviosideo, Ciênaia e CuZtura,

34 (2): 235-248, 1982.
14. SAKAMOTO, I. et alii. Quantitative analysis of stevioside. Yak~

gaku Zasshi, Tokio, 95 (12): 1507-1510, 1975.
15. SUGISAWA, H.; KASAI, T. & SUSZI, H. The modified quantitative

analysis of stevioside. Nippon Nogri Kagaku Kaishi, Tokio,
51(3):175-177, 1977.

16. WOOD, J.R. et alii. Stevioside 111. The anomeric 2,3,4,6 te
tra-o-acetyl-l-0-mesitoyl-0-91ucopyranoses and their behavior
with alkali. J.Am.Chem.Soa., Philadelphia, 78: 207-210, 1956.

Recebido em novembro, 1985; aceito em dezembro, 1985.


